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Der chemische Reaktionsverlauf beim Absterben trockener 
Bakterien bei niederen Temperaturen. 


Von 
Theodor Paul. 


(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie an der Universitat 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 15. April 1909;) 
Mit 1 Figur im Text. 


Das Verhalten der Mikroorganismen beim Austrocknen ist 
wegen der praktischen Bedeutung dieser Vorgange sehr hiufig 
Gegenstand der Untersuchung gewesen. Leider haben diese 
Untersuchungen zu sehr verschiedenen Ergebnissen gefiihrt, und 
zwar nicht nur bei verschiedenen Bakterienarten, sondern 
auch bei der gleichen Bakterienart, ja sogar bei den In- 
dividuen des gleichen Stammes und der gleichen Kultur.*) 
Die Ursache dieser Erscheinung, welche man bei biologischen 
Untersuchungen haufig beobachten kann, diirfte in erster Linie 
darauf zuriickzufiihren sein, daB die Versuche meist qualitativer 
Natur waren, wobei man sich im wesentlichen darauf beschriankte, 
die Zeitabschnitte zu ermitteln, nach welchen die an mikro- 
skopischen Deckglasern, Glasscherben, Erde, Sand, Staub, Zeug- 
stiicken, Seidenfiiden, Wolle usw. angetrockneten Keime nicht 
mehr entwicklungsfahig waren, d. h. nach welchen die zur 
Priifung benutzten Nahrbéden steril blieben. Obgleich die auf 
diese Weise gewonnenen Erfahrungen fiir die Bekampfung der 
Infektionskrankheiten mehrfach von groBer Bedeutung gewesen 


1) Vgl. u. a. die ausfiihrliche Abhandlung von Martin Ficker, 
Uber Lebensdauer und Absterben von pathogenen Keimen, Zeitschr. f. 
Hygiene 29, 1, 1893. In dieser Abhandlung befindet sich auch eine 
sorgfaltige Zusammenstellung der Versuchsergebnisse anderer Forscher. 
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sind, so geben sie doch keinen Einblick in die GesetzmaBigkeiten, 
welche dem Absterben oder der Lebenserhaltung der trockenen 
Bakterien zugrunde liegen. Diese Aufklérung lé8t sich erst dann 
erwarten, wenn die Untersuchungen quantitativ unter Einhaltung 
der fiir das Studium der chemischen Reaktionen iiblichen Ver- 
suchsbedingungen vorgenommen werden. 

Die Verhiltnisse liegen hier ahnlich wie bei den Unter- 
suchungen iiber das Verhalten der Bakterien zu Desinfektions- 
mitteln. Solange man sich damit begniigte, die Bakterien in 
Desinfektionslésungen von verschiedenem Prozentgehalt bei der 
jeweiligen Temperatur der Umgebung zu bringen und fest- 
zustellen, nach welcher Zeit die Nahrbéden nach Uberimpfung 
der so behandelten Keime steril blieben, konnte man ebenfalls 
keinen tiefergehenden Einblick in das Wesen dieser Giftwirkung 
erhalten. Erst nachdem man dazu iibergegangen war, die Ver- 
suchsbedingungen auf einer exakten Grundlage aufzubauen, begann 
man bei Vergleichsversuchen eine befriedigende Ubereinstimmung 
zu erzielen.’) Im Jahre 1897 haben B. Krénig und ich in 
einer ausfiihrlichen Abhandlung*) iiber quantitative Versuche 
berichtet, die wir anstellten, um die Beziehungen zwischen dem 
Lésungszustande einer groBen Anzahl von Stoffen und ihrer 
Giftwirkung auf Bakterien zu ermitteln. Auf diese Versuche 
soll hier kurz eingegangen werden, weil die dabei benutzte Ver- 
suchsanordnung auch bei den in der vorliegenden Abhandlung 
besprochenen Versuchen zur Anwendung kam. 

Diese von B. Krénig und mir benutzte Versuchsanordnung 
bestand im wesentlichen darin, daB wir die Bakterien an sorg- 
faltig gereinigte bohmische Granaten, sog. Tariergranaten, an- 
trockneten, die Granaten eine bestimmte Zeit in die Des- 
infektionslésungen einlegten, nach dem Herausnehmen die Des- 


1) Vgl. u. a. Gruber, Uber die Methoden der Priifung von Des- 
infektionsmitteln. Referat vom VIL. internationalen Kongre8 fiir Hygiene 
und Demographie in London 1891. Centralbl. f. Bakt. 1892, Heft 11. 

2) B. Krénig und Th. Paul, Die chemischen Grundlagen der 
Lehre von der Giftwirkung und Desinfektion. Zeitschr. f. Hygiene 25, 
1, 1897. Die wesentlichsten Ergebnisse unserer Versuche haben wir vor- 
her unter besonderer Beriicksichtigung der physikalisch-chemischen Ver- 
haltnisse in der Abhandlung veréffentlicht: Th. Paul und B. Krénig, 
Uber das Verhalten der Bakterien zu chemischen Reagenzien. Zeitschr. 
f. physikal. Chem. 21, 414, 1896. 
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infektionsmittel durch chemische Reagenzien unschiadlich machten, 
hierauf die Bakterien durch kraftiges Schiitteln mit Wasser von 
den Granaten loslésten und die Zahl der keimfahig gebliebenen 
Bakterien durch Anlegen von Agarkulturen feststellten. Um 
einen Vergleich der Desinfektionswirkung der verschiedenen Stoffe 
zu erméglichen, benutzten wir nicht, wie dies meist friiher ge- 
schehen war, Lésungen von gleichem Prozentgehalt, sondern 
aquimolekulare Lésungen und verwandten besondere Sorgfalt 
darauf, da8 ihre Temperatur (18°C) wahrend des Versuchs 
konstant blieb. 

Auf diese Weise konnten wir u. a. nachweisen, daB die 
Desinfektionswirkung von Saéuren, Basen und Salzen in hohem 
Grade von ihrer elektrolytischen Dissoziation abhaingt. So des- 
infizieren die Séuren und Basen im allgemeinen nach MaBgabe 
ihres Dissoziationsgrades, d. h. entsprechend der Konzentration 
des in der Lésung enthaltenen Wasserstoff- oder Hydroxylions. 
Die stark giftigen Lésungen der Quecksilber-, Silber- und Gold- 
salze verlieren ihre Giftigkeit fast vollstindig, wenn diese Metalle 
durch geeignete Zusitze in komplexe Verbindungen iibergefiihrt 
werden. Die Giftwirkung einer Silbernitratlisung kann z. B. 
durch Zusatz von Natriumthiosulfat oder Cyankalium fast voll- 
kommen vernichtet und diejenige einer starken Sublimatlésung 
schon durch Zusatz von Kochsalz auf ein sehr geringes MaB 
herabgesetzt werden. Die Oxydationsmittel: Salpetersaure, Di- 
chromsaéure, Chlorsiure, Uberschwefelsiure und Ubermangan- 
siure wirken entsprechend ihrer Stellung in der fiir Oxydations- 
mittel auf Grund ihres elektrochemischen Verhaltens aufgestellten 
Reihe. 

Im Anschlu8 an diese Versuche haben Th. Madsen und 
Max Nyman’) im Jahre 1907 gezeigt, daB die Abtétung der 
Keime bei der Sublimatdesinfektion durch die Reaktionsgleichung 
ausgedriickt werden kann, welche fiir die sog. monomolekularen 
Reaktionen giiltig ist. Fast gleichzeitig hat Harriette Chick?) 
in einer im Jahre 1908 veréffentlichten umfangreichen Abhand- 
lung auf Grund zahlreicher Versuche, bei denen die Keime in 


1) Th. Madsen und Max Nyman, Zur Theorie der Desinfek- 
tion. Zeitschr. f. Hygiene 57, 388, 1907. 
*) Harriette Chick, An Investigation of the Laws of Disinfec- 
tion. The Journal of Hygiene 8, 92, 1908. 
1* 
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der Desinfektionsfliissigkeit suspendiert waren, festgestellt, daB 
diese GesetzmaBigkeit auch bei Anwendung einiger anderer Des- 
infektionsmittel auftritt. 

Diese weitgehende Ubereinstimmung der Giftwirkung zahl- 
reicher Stoffe mit ihren chemischen Eigenschaften und die beim 
Desinfektionsvorgange beobachteten GesetzmaBigkeiten machen 
es wahrscheinlich, daB es gelingt, auch in andere Vorginge 
des Bakterienlebens einen Einblick zu gewinnen. 

Nachstehend soll versucht werden, die Lehren des chemi- 
schen Reaktionsverlaufes auf den Vorgang des Absterbens 
trockener Bakterien bei niederen Temperaturen anzuwenden. 
Hierzu sollen die Versuche benutzt werden, welche ich vor 
einigen Jahren in Gemeinschaft mit F. Prall verdéffentlicht 
habe.*) 

Wie wir damals zeigten, kann man mit Hilfe der ,,Granaten- 
methode“ auch den Verlauf des Absterbens der trockenen Bakte- 
rien studieren. Diese Versuche wurden zu dem Zwecke an- 
gestellt, um zu priifen, wie lange die an Granaten angetrock- 
neten Staphylokokken (Staphylococcus pyogenes aureus) wahrend 
des Aufbewahrens bei der Temperatur der fliissigen Luft lebendig 
und geniigend widerstandsfahig gegen chemische Desinfektions- 
mittel bleiben. Den AnlaS zu diesen Versuchen gab der Um- 
stand, da8 die bei Zimmertemperatur aufbewahrten vegetativen 
Formen der Bakterien im Trockenzustande verhaltnismaBig 
schnell absterben und fiir vergleichende Desinfektionsversuche 
unbrauchbar werden. Dadurch blieb die ,,Granatenmethode“ 
auf die Benutzung von Sporen (Milzbrandsporen) beschrankt, 
deren Widerstandsfahigkeit gegen Desinfektionsmittel den Nach- 
teil hat, daB man gendtigt ist, mit konzentrierten Lésungen 
zu arbeiten und bei schwacher wirkenden Desinfektionsmitteln 
die Einwirkungszeiten sehr groB zu machen. Beim Aufbewahren 
der in Glasréhren eingeschmolzenen Granaten in fliissiger Luft 
bleiben die angetrockneten Staphylokokken geniigend lange halt- 
bar und gleich widerstandsfahig gegen Desinfektionsmittel. Auch 
nach monatelangem Verweilen in fliissiger Luft konnten wir 


1) Th. Paul und F. Prall, Die Wertbestimmung von Desinfek- 
tionsmitteln mit Staphylokokken, die bei der Temperatur der fliissigen 
Luft aufbewahrt wurden. Arbeiten aus dem Kaiserl. Gesundheitsamte 
26, Heft 2, 1907. 
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innerhalb der Versuchsfehler keine Abnahme der keimfahigen 
Staphylokokken und keine Abnahme der Widerstandsfahigkeit 
gegen 512literige (0,053°/, ige) wiisserige Quecksilberchloridlésung 
nachweisen. 

Bei dieser Gelegenheit stellten wir auch einige Vergleichs- 
versuche iiber die Lebensdauer der an Granaten angetrockneten 
und bei der Temperatur der fliissigen Luft aufbewahrten Sta- 
phylokokken mit denen an, welche gleichzeitig bei Zimmer- 
temperatur und im Eisschrank aufbewahrt wurden. Bevor wir 
auf die Besprechung dieser Versuche eingehen, soll hier kurz 
die bereits oben skizzierte Versuchsanordnung besprochen werden, 
um ein Urteil iiber deren Brauchbarkeit zu erméglichen. Die 
Einzelheiten des Versuchs sind in der obenerwaihnten Abhand- 
lung beschrieben. 

Die sorgfaltig mit Salzsiure gereinigten Granaten von an- 
nahernd gleicher GréSe wurden mit einer frisch bereiteten 
und filtrierten Staphylokokkenemulsion geschiittelt und nach 
dem Abtropfen in einem geraumigen Exsiccator iiber ent- 
wassertem Chlorcalcium scharf getrocknet. Ein Teil dieser 
Granaten wurde in GlasgefaBen bei Zimmertemperatur, im Eis- 
schrank und bei der Temperatur der fliissigen Luft aufbewahrt. 
Die Feststellung der Zahl der nach den einzelnen Zeitabschnitten 
keimfahig gebliebenen Staphylokokken erfolgte in der Weise, 
da8 dreimal je 5 Granaten in Reagensglischen mit je 3 com 
Wasser 3 Minuten lang gleichmaBig geschiittelt wurden. Da 
die Menge der in das Wasser iibergehenden Keime zu groB war, 
um ihre Zahl auf einer Plattenkultur festzustellen, so waren 
wir gendtigt, diese Bakterienaufschwemmung zu verdiinnen und 
einen bestimmten Teil der Verdiinnung zur Aussaat zu bringen. 
Zu diesem Zwecke wurde der Inhalt der Réhrchen mit 6°/,,iger 
physiologischer Kochsalzlésung auf 100 ccm verdiinnt und von 
dieser verdiinnten Aufschwemmung wurden zweimal je 0,5 ccm 
mit 12 ccm Nahragar in einer Petrischen Schale gemischt und 
im Brutschranke bei 37° zum Auskeimen gebracht. 

Ein anschauliches Bild von dem Verhalten der trockenen 
Staphylokokken bei den drei Versuchstemperaturen gibt die 
Tabelle I, welche der Tabelle 6 jener Abhandlungvon Th. Paul 
und F. Prall entspricht. 





Th. Paul: 


Tabelle I. 


EinfluB der Aufbewahrungstemperatur auf die Zahl der an 
der StaphylokokkengranateIV angetrockneten entwicklungs- 
fahig bleibenden Staphylokokken. 





Zeit, welee Zahl rm lebenden Staphylokokken an 5 Granaten, gullies 
gvocknang | bei Zimmertemperatur | im Risechrank = [i'auas,Latt 
dieGranaten| beob- x= }-2,202, 4 beob- x=1.2,302, ok Deistns 
verflossen echtet tog st | an achtet toe 5 | 


1 2 | 4 


1 Tag | 90800 - |= 
2 Tage | 68600, 0,28 | 0,14 = 76420 
4 48500 0,21 / 0,10 56620 
6 27200! 0,24 0,06 | 41940 
~ 11400! 0,30 | 0,12 | 31070 
10 5320, 0,32 0,17 | 23010 
12 6680 0,24 0,15 | 17040 
14 2630, 0,27 0,17 | 12630 
16 900 0,31 0,19 | 9354 
18 1530 (0,24 SC 3000; 0,20 | 6924 
32 300, O18 | 550; 0,16 848 


Mittel 0,26 | Mittel 0,15 


ss3s3shmUBMhMUCUC H]UCUC DBC KEHWCUC STUD 











Aus der Tabelle geht hervor, da8 die Zahl der keimfahig 
bleibenden Staphylokokken beim Aufbewahren im Zimmer und 
im Eisschrank innerhalb von 32 Tagen bis auf einen geringen 
Bruchteil der Anfangszahl abnimmt, wahrend beim Aufbewahren 
bei der Temperatur der fliissigen Luft keine bemerkenswerte 
Abnahme zu beobachten ist. AuBerdem sieht man deutlich, 
daB die Staphylokokken bei Zimmertemperatur schneller ab- 
sterben als bei Eisschranktemperatur. Hierzu sei noch bemerkt, 
daB diese Versuche nicht in der Absicht angestellt wurden, 
exakt vergleichbare Zahlenwerte fiir die verschiedenen Tempe- 
raturen zu erhalten. Die Versuche bei Zimmer- und Eisschrank- 
temperatur wurden nur nebenbei zur Orientierung ausgefiihrt, 
als es sich darum handelte, die Haltbarkeit der Staphylokokken 
bei der Temperatur der fliissigen Luft zu priifen. Auch schon 
die Schwankungen der Temperatur im Zimmer und im Eis- 
schrank miissen einen Einflu8 auf die Zahl der keimfahig 
bleibenden Staphylokokken ausiiben, und infolgedessen werden 
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die hier mitgeteilten Zahlen, abgesehen von den durch die 
Methode bedingten Mangeln, mit Fehlern behaftet sein. Daraus 
erkliren sich auch die aus der Reihe fallenden Bakterien- 
zahlen bei der Aufbewahrung im Zimmer nach 10 und 16 Tagen. 

Auf Grund folgender Uberlegung habe ich versucht, aus 
den Bakterienzahlen dieser Tabelle eine allgemeine GesetzmaBig- 
keit in bezug auf die Lebensdauer der ausgetrockneten Sta- 
phylokokken bei verschiedenen Temperaturen abzuleiten. Wir 
wissen, daB die Lebenstitigkeit der aeroben und sehr wahr- 
scheinlich auch der anaeroben Bakterien ahnlich wie das Leben 
der Pflanzen an die Gegenwart von Sauerstoff gebunden ist. 
Sie nehmen den Sauerstoff auf und verbrennen ihn zu Kohlen- 
dioxyd, welches wieder abgeschieden wird.') Da die ausge- 
trockneten Staphylokokken, welche zu den aeroben Bakterien 
gehéren, noch lange Zeit lebensfahig bleiben, so miissen jene 
Atmungsvorgiinge, wenn auch in beschranktem MaBe, im Trocken- 
zustande weiter vor sich gehen, und es mu8 in den Bakterien 
hierfiir eine gewisse Menge von oxydierbaren Stoffen, die wir als 
Reservestoff bezeichnen wollen, vorhanden sein, welche durch den 
durch die Zellmembranen eindringenden Sauerstoff allmahlich oxy- 
diert werden. Denken wir uns nun eine Granate, an welcher zu Be- 
ginn des Versuches zahlreiche Bakterien angetrocknet sind, so 
wird die Summe der Oberflichen aller dieser Bakterien eine 
gewisse Flaiche darstellen, die der Summe der Zellmembranen 
der einzelnen Bakterien entspricht. Da der Vorgang der Oxy- 
dation zwischen Sauerstoff, einem Gas, und dem trockenen Re- 
servestoff, einem festen Stoff, stattfindet, so haben wir es hier 
mit einer chemischen Reaktion in einem heterogenen 
System zu tun. Jene Flache stellt die wirksame Be- 
riihrungsflache dar, an welcher sich die Reaktion zwischen 
dem Luftsauerstoff und dem zu oxydierenden Reservestoff ab- 
spielt. In einem solchen heterogenen System ist die Reaktions- 
geschwindigkeit in jedem Augenblick abhingig von der Kon- 
zentration (= Dichte) der gasférmigen Phase und der wirksamen 
Beriihrungsfliche zwischen den beiden Phasen, dem Gase und 


1) Vgl. u. a. W. Hesse, Uber die gasférmigen Stoffwechselprodukte 
beim Wachstum der Bakterien, Zeitschr. f. Hygiene 15, 17, 1893, sowie 
den Abschnitt XIII, Die Atmung der Bakterien, in den ,,Vorlesungen 
iiber Bakterien‘“* von Alfred Fischer, 2. Aufl., Jena 1903. 
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dem festen Stoff, und von der Temperatur. Wenn durch die 
Reaktion in der Nahe der Beriihrungsflache eine Anderung der 
Konzentration des Gases stattfindet, so wird fiir die Reaktions- 
geschwindigkeit auch noch die Diffusionsgeschwindigkeit des Gases 
eine Rolle spielen. 

In unserem Falle bleibt bei konstanter Temperatur die 
Konzentration des Sauerstoffes mit geniigender Annaherung un- 
verandert, da die verbrauchten Mengen sehr gering sind. Aus 
demselben Grunde werden auch die Diffusionsunterschiede bei 
verschiedenen Temperaturen fiir die Anderung der Reaktions- 
geschwindigkeit mit der Temperatur ohne Belang sein. Die 
Konzentration des Reservestoffes bleibt ebenfalls konstant, da 
die Konzentration eines festen Stoffes gleich der Dichte ist, die 
bei gleichbleibender Temperatur gleichbleibt. Das einzige, was 
sich im Laufe der Reaktion auch bei konstanter Temperatur 
aindert, ist die wirksame Oberfliche, welche infolge des Ab- 
sterbens der Bakterien im Laufe der Zeit abnimmt. Fiir die 
Reaktionsgeschwindigkeit v gilt demnach in jedem Zeitmoment 
die Gleichung: 

w=zk-C-O . . . 2 © « © (i) 


In dieser Gleichung bedeutet v die in diesem Zeitmoment 
umgesetzte Stoffmenge, C die sich gleichbleibende Konzentra- 
tion des Sauerstoffes, d. h. sein Partialdruck, O die zu diesem 
Zeitmoment bestehende wirksame Oberfliche und k eine Kon- 
stante, d. h. die umgesetzte molekulare Menge, wenn C und 
O=1, d. h. gleich der gewahlten Einheit sind’). Das MaB fiir v, 
d. h. fiir die Reaktionsgeschwindigkeit, stellt die in der Zeit- 
einheit abgestorbene Menge der Bakterien dar, und als Ma 
fiir O gilt nach den oben gemachten Ausfiihrungen die Zahl 
der noch lebenden Bakterien. Bezeichnet man mit N die zu 
Beginn der Reaktion vorhandene Bakterienzahl und mit n die 
Zahl der nach ¢ Tagen abgestorbenen Bakterien, so ist N —n, 


1) Wenn man beim Aufbewahren der trockenen Bakterien den 
Partialdruck des Sauerstoffes vermehrt, so mu8 nach den oben gemachten 
Annahmen auch die Reaktionsgeschwindigkeit vermehrt werden. Tat- 
sichlich konnte ich bei neueren mit A. ReuB angestellten Versuchen 
beobachten, daB die trockenen Bakterien in einer sauerstoffreicheren 
Atmosphire viel schneller absterben, als bei Gegenwart von atmospha- 
rischer Luft. 
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d. h. die Zahl der nach ¢ Tagen noch lebenden Bakterien, == 0. 
Wenn in einem sehr kleinen Zeitabschnitt A ¢ die Bakterien- 
menge A n abgetétet wird, so ist die Reaktionsgeschwindig- 
keit 
An 
o= 
Lt 


Setzen wir den Ausdruck a in die Gleichung (1) ein, 


so erhalten wir nach den Regeln der hoéheren Analysis die 
Gleichung: 


(2) 


dn 
Wah ewN —) os a ne ae 


Da © eine Konstante ist, so kénnen wir sie mit k zu einer 
Konstanten K vereinigen, und die Gleichung lautet: 
dn 
Ge EY — 2) ~~ s & - eo Ge (4) 


Diese Gleichung gibt integriert: 


1 N 
hee inet . . . 7 . . (5) 


und nimmt fiir den Briggschen Logarithmus die Form an: 
(6) 


Die in der Gleichung (6) vorkommenden GréBen t, N und 
N —n finden sich in der Tabelle I, und sonach laBt sich die 
Konstante K fiir die dort angegebenen Aufbewahrungszeiten 
berechnen. Die auf diese Weise ermittelten Werte finden sich 
in den Rubriken 3 und 6. Mit Riicksicht auf die oben er- 
wahnten Versuchsfehler stimmen die K-Werte befriedigend mit- 
einander iiberein. Fiir K bei Zimmertemperatur ergibt sich 
der Mittelwert zu 0,26 und bei Eisschranktemperatur zu 0,15. 

Zur Erlauterung des Reaktionsverlaufes ist im nebenstehen- 
den Koordinatensystem das allmahliche Absterben der Staphylo- 
kokken (Staphylokokkengranate IV) beim Aufbewahren bei 
Zimmertemperatur graphisch dargestellt. Auf der Abszissen- 
achse ist die Aufbewahrungszeit in Tagen angegeben, wobei als 
Ausgangszeitpunkt der Kurve das Ende des ersten Tages ge- 
wahit wurde. Auf der Ordinatenachse sind die Zahlen der 
Bakterien aufgetragen, welche an den betreffenden Tagen noch 
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leben. Jedoch wurden, mit Ausnahme der Anfangsbakterien- 
zahl 90800, hierzu nicht die experimentell bestimmten Zahlen 
der Rubrik 2 in Tabelle I benutzt, sondern die Zahlen der 
Rubrik 4, welche nach Gleichung (6) berechnet wurden, indem 
fiir K der Mittelwert 0,26 und fiir N die Anfangsbakterienzahl 
gesetzt wurde. Die beobachteten Bakterienzahlen sind zum 
Vergleich als Punkte, die von einem kleinen Ring umgeben 
sind, eingetragen. Auch aus dieser graphischen Darstellung geht 
hervor, daB die Abweichungen zwischen Beobachtung und Be- 
rechnung nicht sehr groB sind. Diese durch die Berechnung 
ermittelten Bakterienzahlen sind in den Tabellen I und II zum 
Vergleich in den Rubriken 4 und 7 aufgefiihrt. 





ylokokken 


1p) 


3 
5 
S 
NH 
$ 
8 
5 





sit aide Pag 
Fig. 1. 

Da man die Zimmertemperatur im Durchschnitt zu un- 
gefahr 16 bis 18° und die Eisschranktemperatur zu 6 bis 8° 
annehmen kann, so diirfte der Unterschied zwischen den beiden 
Aufbewahrungstemperaturen ungefahr 10° betragen. Diesem 
Temperaturunterschied entspricht bei der Staphylokokken- 
granate IV in Tabelle I eine Steigerung der Reaktionsge- 
schwindigkeit von 0,15 auf 0,26, oder es findet in diesem Tem- 
peraturintervall von 10° eine Steigerung der Reaktionsgeschwin- 


digkeit um das a 


0,15 === 1,7 fache statt. 
Zum Vergleich wurde dieser Quotient der Reaktions- 
geschwindigkeit auch aus den Versuchen berechnet, welche der 
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Tabelle 4 der oben genannten Abhandlung von Th. Paul und 
F. Prall entnommen wurden, obwohl die Zahl der Versuchs- 
zeiten nur gering ist und die Konstanten bei der gleichen 
Versuchstemperatur erheblich voneinander abweichen, wie aus 
Tabelle II hervorgeht. Der Quotient aus den Mittelzahlen der 
Konstanten wows = 1,7 stimmt indessen mit dem oben berechne- 
ten Quotienten iiberein, wobei zu beriicksichtigen ist, daB die Ver- 
suche der Tabellen I und II mit Staphylokokken verschiedener 
Zichtung angestellt wurden. Dadurch wird die Wahrschein- 
lichkeit der theoretischen Voraussetzungen, von denen wir bei 
diesen Betrachtungen ausgegangen sind, gestiitzt. 


Tabelle II. 


Einflu8 der Aufbewahrungstemperatur auf die Zahl der an 
derStaphylokokkengranate III angetrockneten entwicklungs- 
fahig bleibenden Staphylokokken. 





- . wae Zahl der lebenden Staphylokokken an 5 Granaten, aufbewahrt 
sel er An- 
trocknung | bei Zimmertemperatur im Eisschrank pel d. Temp. 
d. Staphylo- : _ hates. ee ae 
kokken an 1 | 1 j 
dieGranaten} beob- F=7"2802, PS | beob. K= 72802, Pe | boob. 
fl N - ° 
— achtet oo | net achtet | jog Huq | net achtet 


2 3 Aion Get & Boll 
| 719000 


449000 CS 7399000 — | — 
349000, 0,063 741000 0,016 | 667000] 667000 
288000, 0,055 529000 0,050 | 563700] 724000 
141000, 0,096 381000 0,061 476500] 670000 


Mittel 0,071 | Mittel 0,042 | 











Mit Hilfe der ermittelten Konstanten und Quotienten sind 
wir imstande, die Haltbarkeit der getrockneten Staphylokokken 
in Beriithrung mit Luft bei anderen Temperaturen zu berechnen. 
Hierbei miissen wir allerdings voraussetzen, da8 der Quotient 
der Reaktionsgeschwindigkeit 1,7 fiir die nachstehend zum Ver- 
gleich herangezogenen Temperaturen konstant bleibt. Fiir diese 
Annahme spricht, soweit chemische Reaktionen in Betracht 
kommen und soweit es sich um tiefe Temperaturen handelt, 
folgender Umstand. Der Quotient der Reaktionsgeschwindigkeit 
wird durch die Warmeténung geregelt, so daB eine Anderung 
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dieses Quotienten mit der Temperatur dann stattfindet, wenn 
sich die Warmeténung mit der Temperatur andert. Wie von 
verschiedener Seite nachgewiesen wurde, ist die Warmeténung 
bei tiefen Temperaturen im allgemeinen von der Temperatur 
unabhingig. Infolgedessen wird auch der Quotient der Re- 
aktionsgeschwindigkeit bei tiefen Temperaturen im allgemeinen 
gleich bleiben. 

Nehmen wir den Unterschied zwischen der Temperatur der 
fliissigen Luft (ungefaihr — 190°) und derjenigen des Eisschrankes 
(ungefahr -+-7°) zu rund 200° an, so betragt die Reaktions- 
geschwindigkeitskonstante K bei der ersteren 0,15-1,7~2, d. h. 
die trockenen Bakterien sterben bei der Temperatur der fliissigen 
Luft 1,7°°mal langsamer ab wie im Eisschranke. 

Um eine Vorstellung von dieser verminderten Reaktions- 
geschwindigkeit zu erhalten, wollen wir die Zeit berechnen, 
welche bei der Temperatur der fliissigen Luft erforderlich ist, 
damit die Zahl der lebenden Bakterien auf die Hilfte ver- 
mindert wird. Dieser Zeitraum betragt nach Tabelle I bei 
Eisschranktemperatur ungefahr 5,6 Tage, und infolgedessen sind 
bei der Temperatur der fliissigen Luft unter obigen Voraus- 
setzungen 5,6-40550 Tage oder 622 Jahre erforderlich. Da die 
Zahl der lebenden Bakterien bei Eisschranktemperatur nach 
32 Tagen von 88800 auf 848, also auf ungefahr den hundertsten 
Teil gesunken ist, so wiirde der entsprechende Zeitraum bei der 
Temperatur der fliissigen Luft 32. 40550 — 3556 Jahre betragen. 
Ob die Bakterien bei dieser tiefen Temperatur tatsichlich so 
lange zu leben vermégen, soll dahingestellt bleiben. Jedenfalls 
ist bei der Beurteilung dieser Verhaltnisse in Betracht zu ziehen, 
da8 nach den von F. Prall und mir angestellten Versuchen') 
die Zahl der lebenden Bakterien innerhalb der Versuchsfehler 
nach 100- und nach 125tagiger Aufbewahrung bei der Tem- 
peratur der fliissigen Luft keine Abnahme zeigte. 

Diese Berechnungen lehren ferner, daB man bei der Halt- 
barmachung der Staphylokokken zu vergleichenden Desinfek- 


1) Vgl. die Tabellen 7 und 8 der oben genannten Abhandlung 
von Th. Paul und F. Prall, Die Wertbestimmung von Desinfektions- 
mitteln mit Staphylokokken, die bei der Temperatur der fliissigen Luft 
aufbewabrt wurden. Arbeiten aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte 26, 
Heft 2, 1907. 
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versuchen nicht bis zur Temperatur der fliissigen Luft herab- 
zugehen braucht, und daB man auch mit der Temperatur 
von ungefihr — 80° auskommt, die durch Mischen von 
fester Kohlensiure und Ather erhalten wird. Nach jener Be- 
rechnung stirbt bei — 83° die Hialfte der Keime erst nach 
662 Tagen ab. Wie Untersuchungen gezeigt haben, die ich 
in Gemeinschaft mit Anton ReuB ausfiihrte, und iiber welche 
demniachst berichtet werden soll, kann man dieses Kilte- 
gemisch in einem groBen Weinholdschen GefaBe beliebig lange 
aufbewahren, wenn man von Zeit zu Zeit die verdampfende 
Kohlensiure durch feste Kohlensaéure ersetzt. Da die regel- 
maBige, wochen- und monatelang dauernde Beschaffung von 
fliissiger Luft mit Schwierigkeiten verbunden ist, so versuchten 
wir, die Staphylokokkengranaten durch Aufbewahren in diesem 
billig und bequem zu beschaffenden Kohlensaureathergemisch 
haltbar zu machen. Bei zahlreichen Vergleichsversuchen, die 
wir in dieser Richtung anstellten, zeigte es sich, daB die Zahl 
der lebenden Bakterien auch nach wochenlangem Aufbewahren 
innerhalb der durch die Versuchsanordnung bedingten Fehler- 
grenzen tatsichlich konstant blieb. 

Fir das Absterben trockener Bakterien bei hohen 
Temperaturen kommen zum Teil andere Ursachen in Betracht 
wie bei niederen Temperaturen. Wie wir gesehen haben, kann die 
Temperatur mit den uns zu Gebote stehenden Mitteln beliebig 
erniedrigt werden, ohne da8 eine Abtétung der Staphylokokken 
stattfindet. Dagegen gehen die trockenen Bakterien beim Er- 
hitzen tiber eine bestimmte Temperatur, welche bei vegetativen 
Formen im allgemeinen unter 100° und bei Dauerformen (Sporen) 
nicht iiber 150° liegt, sehr schnell zugrunde. Es scheint jedoch 
eine gewisse Analogie zwischen dem langsamen Absterben in der 
Kalte und dem schnellen Zugrundegehen in der Hitze zu be- 
stehen. Aus einigen Versuchen, bei denen Milzbrandsporen 
durch Erhitzen auf 100° und 110° abgetétet wurden, schlieBen 
Th. Madsen und Max Nymann in der oben genannten Ab- 
handlung (S. 403), daB hierbei die Verminderung der Sporenzahl 
demselben Gesetz zu folgen scheine wit die Sublimatdesinfektion, 
d. h. analog einer monomolekularen Reaktion verlaufe. 





Zur biologischen Wirkung der Salze. 


I. Mitteilung. 
Einflu8 der Salze auf die Kérpertemperatur. 
Von 
Ernst SchloB. 
(Aus dem groBen Friedrichs-Waisenhaus der Stadt Berlin, Rummelsburg. ) 
(Eingegangen am 2. April 1909.) 
Mit 7 Figuren im Text. 


In Nr. 5 der Deutschen Medizinischen Wochenschrift dieses 
Jahres sind, in weiterer Verfolgung der von Finkelstein ent- 
deckten und einwandsfrei bewiesenen Tatsache des alimentaren 
Fiebers, von Ludwig F. Meyer angestellte Untersuchungen 
veréffentlicht, die eine neue Wirkungsweise der Salze zeigen. 
Er fand, daB Neutralsalze, aber nur die Natriumverbindungen 
der Halogene imstande sind, auch oral schon in relativ geringer 
Dosis beim Siugling Fieber bis zu hohen Graden auszulésen. 
Auf Einzelheiten der Arbeit wird noch in unserer Darstellung 
des éfteren zuriickzukommen sein. 

Bei Gelegenheit von Untersuchungen, die von mir im Laufe 
des letzten Winters iiber die Einwirkung der Salze auf den 
Sauglingsstoffwechsel angestellt wurden (sie werden demniichst an 
dieser Stelle erscheinen), ergab sich im ganzen eine Bestitigung 
der Resultate von Ludwig F. Meyer, daneben aber eine Reihe 
neuer — wie mir scheint — wichtiger Befunde, die mich ver- 
anlaBten, nochmals die klinische Wirkung der Salze zum Gegen- 
stand eines eingehenderen Studiums zu machen. 

Die Methodik meines Vorgehens war eine etwas andere 
wie die von Ludwig F. Meyer in Anwendung gebrachte. 
Wahrend dieser die Salze in einer der 1°/,igen Kochsalzlésung 
isotonischen Lésung, und zwar stets dieselbe Fliissigkeitsmenge 
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auf zwei Male verteilt, verabfolgte, gab ich das Salz nach 
Vorversuchen, die eine héhere Bedeutung der Konzentrations- 
verhiltnisse nicht ergaben, direkt in die Nahrung zu den ge- 
wohnlichen Mahlzeiten. Das hatte den Vorteil, daB die Kinder 
das Salz anstandslos nahmen und der ganze Vorgang mehr 
unter physiologischen Sekretions- und Resorptionsverhiltnissen 
stand. Auch wurde eine eventuelle durch das Salz verursachte 
Reizung des Verdauungstraktus von dem einhiillenden Medium 
hintangehalten. Ein zweimaliges Geben des Salzes ist an und 
fiir sich wenig zweckmaBig, da die Klarheit der Reaktion dadurch 
etwas leidet, erwies sich aber bei gréBeren Dosen im Interesse 
der Sicherheit des Versuches als unvermeidlich. 

Was die Dosierung der verschiedenen Salze anbetrifft, so 
erschien es mir angebracht, mich statt an die molekulare 
Konzentration lieber an die Atomgewichte zu halten und somit 
von den zu priifenden Ionen stets gleiche Gewichtsmengen zu 
geben, doch wurde dies nur ganz grob durchgefiihrt, da es ja 
hier weniger auf quantitative Verhaltnisse ankam. 

Bevor ich auf die Versuchsergebnisse zu sprechen komme, 
ist es vielleicht zweckmaBig, wenn ich noch kurz auf die 
Symptomatologie der beim Siaugling eintretenden Reaktion 
eingehe. 

Das wichtigste Kriterium ist das Verhalten der Temperatur, 
das beim jungen Saéugling viel mehr Aufmerksamkeit verdient 
wie beim Erwachsenen. Die Tagesschwankungen sind bei ihm 
erheblich kleiner; eine direkte Monothermie, wie friiher an- 
genommen wurde, wird aber nur bei seltenen Messungen (zweimal 
am Tage) vorgetaiuscht. Bei zweistiindlichen Messungen treten 
stets etwas groBere Ausschlage auf, die aber 5 Dezigrad normaler- 
weise nicht iiberschreiten sollen. Ich verweise in dieser Beziehung 
auf die Arbeit von Gofferjé aus der Salgeschen Klinik.) 

Der Puls der Sauglinge ist seiner Qualitét nach nicht recht 
zu verwerten, da hier selbst bei gesunden Kindern grofe 
Schwankungen vorkommen. Dagegen ist die Anzahl der Puls- 
schlage ein sehr wichtiges diagnostisches Merkmal, besonders 
aber ihre Verminderung. Es besteht ein weitgehender Paral- 
lelismus zwischen Temperatur- und Pulskurve, wie er ja auch 
auf unseren Kurven zutage tritt. 


1) Jahrb. f. Kinderheilk. 68, 131. 
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Als drittes, wichtiges Merkmal ist das psychische Ver- 
halten zu bezeichnen, das auch bei unseren Versuchen eine 
Rolle spielt. Es ist hier der Antagonismus von komatésen 
Zustaénden jedes Grades, die im Gefolge von alimentarem Fieber 
meist mit Pulsfrequenz verbunden auftreten, und Aufregungs- 
zustinden, die meist mit Temperatur- und Pulsherabsetzung 
parallel gehen; auf der einen Seite das wichtigste Symptom der 
Intoxikation, auf der andern Seite das der Dekomposition 
nach Finkelstein, der beiden schwersten Formen der Ernahrungs- 
stérungen der Sauglinge. Der Unterschied ist nur der, daf 
bei diesen Ernahrungsstérungen die Erscheinungen sehr gefahr- 
drohend und nur schwer reparabel sind, wahrend hier dieser 
Symptomkomplex nach kurzer Zeit verschwindet, ohne irgend- 
welche Folgen zu hinterlassen. 

Auch das Verhalten des Kérpergewichtes ist sehr wichtig, 
kann aber hier noch nicht ausfiihrlicher besprochen werden. 

Die Kinder wurden mehrere Tage vorher zweistiindlich 
gemessen und, wenn ihre Temperatur das oben erwaihnte Mai 
iiberschritt, ausgeschaltet. Mit der Salzdarreichung wurde lang- 
sam tastend vorgegangen, immer den Allgemeinzustand des 
Kindes beriicksichtigend. Zur Sicherstellung der Versuche vor 
anderen Ejinfliissen war es hauptsiachlich nétig, einen ev. Ein- 
flu8 der Nahrung auszuschalten. Es war ja immerhin méglich, 
daB vorwiegend bei einer, an sich schon salzreichen Nahrung, 
oder bei einem Kinde mit reichlich zirkulierendem Salz die 
Mehreinfuhr eine Reaktion hervorrufen wiirde. Es wurden daher 
bei salzreicher und salzarmer Ernaihrungsweise Versuche angestellt, 
die aber keinen Unterschied ergaben. Brustkinder reagierten 
ebenso wie Buttermilchkinder. Dagegen spielt das Alter, worauf 
ja schon Ludwig F. Meyer aufmerksam macht, eine wichtige 
Rolle; je jiinger die Kinder, um so starker ist die Reaktion; 
deshalb wurden hauptsichlich auch Kinder des ersten und 
zweiten Lebensmonats zu diesen Versuchen herangezogen. 
Einen Einflu8 der Darmfunktion, wie ihn Ludwig F. Meyer 
beobachtete, habe ich nicht weiter verfolgen kénnen, da ich 
méglichst normale Séuglinge aussuchte. 

Was nun die Ergebnisse meiner Versuche angeht, so ist 
zunachst zu betonen, da8 an der Tatsache der fiebererzeugenden 
Wirkung der Salze nicht mehr zu zweifeln ist. In dieser Be- 
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ziehung kann ich nicht nur die Angaben von Ludwig F. Meyer 
bestatigen, sondern mu8 sie sogar noch erweitern. So wirkt 
von den Natriumverbindungen das Kochsalz, das wichtigste 
Salz der ganzen Reihe, nicht nur in einer Dosis von 1g schon 
stark fiebererzeugend, sondern selbst 0,5 g machen schon deutliche 
Reaktionen (Kurve la, b); daB aber auch bei hohen Dosen 
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05 L 45 Na HCO, 
Kurve l. 


einmal die Reaktion ganz ausbleiben kann, zeigt Kurve 3, auf 
die noch mehrfach zuriickzukommen sein wird. 

Das zweite Natriumsalz, das nach meinen Erfahrungen sich 
am engsten an das Chlornatrium anschlieBt, das Jodnatrium, 
macht ebenfalls in denmeisten Fallen hohes Fieber, hier zeigten 
sich aber schon mehrmals (bei 5 unter 12 Versuchen) nach 
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sa 0 


2* 15 NaJ/ 2*O5 
Kurve 2. 


dem Fieber Temperatursenkungen, die nun in 2 Fallen ganz 
isoliert auftraten. (Kurve 2a, b, Kurve 3.) 

Das Bromnatrium fand ich in 3 Versuchen weniger wirk- 
sam nach der fiebererzeugenden Seite hin, dafiir aber in einem 
Falle bei einer Dosis von nur 1'/,g stark temperaturherab- 
setzend. (Kurve 3.) 

Damit ist aber die Reihe der fiebererzeugenden Natrium- 


salze nicht erschdépft. Schon das Natrium bicarbonicum erwies 
Biochemische Zeitachrift Band 18. 2 
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sich bei den 3 Fallen seiner Anwendung stets sehr wirksam 
(Kurve lc) und ebenso das essigsaure Natrium in einem Falle. 
Hier kénnte es sich ja auch um eine Chlornatriumwirkung 
handeln, da sich diese Salze innerhalb des Kérpers mit der 
Salzsiure zu Kochsalz umsetzen werden. Das Monocarbonat, 
Soda, war das einzige Salz, welches nicht genommen resp. 
gleich wieder erbrochen wurde. 


39° 


My 2*7,5Nal/ 4,5 * NaBr 8*45 Nad 
Kurve 3. 


Zu einer Priifung der Kaliumverbindungen kam ich aus 
der Vermutung heraus, da$ durch eine akute Kochsalzentziehung, 
wie sie durch einige dieser Verbindungen méglich ist, sich 


Untertemperaturen erzeugen lassen miiBten. 
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ax745sHs 
Kurve 4. 


Bekanntlich setzt sich z. B. Kaliumcarbonat mit dem Natrium- 
chlorid zu Natriumcarbonat und Kaliumchlorid um, die beide ausge- 
schieden werden. 

Meine Annahme fand beim Kaliumcarbonat ihre Bestatigung 


in 3 von 4 Fallen, einmal trat aber auch Fieber auf, (Kurve 5, b, c). 
In viel stirkerem MaBe war letzteres bei dem Bicarbonat der 
Fall, das in allen 4 untersuchten Fallen stets starke Fieber- 
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reaktionen ausléste. (Kurve 5a). Beide Verbindungen hat 
Ludwig F. Meyer nicht gepriift. 

Besonders wichtig war es, die Halogenkalium verbindungen, 
die bei den Versuchen Ludwig F. Meyers keine Reaktion 
gegeben hatten, zu priifen, und wirklich waren auch in einem 
Falle, der auf Jodnatrium sehr stark reagiert hatte, dieselbe 
Dosis Jodkalium absolut ohne Wirkung, dagegen trat bei einem 
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10%, 2*10 Ky CO; 
Kurve 5. 


zweiten Falle nach der ersten Applikation eine Spatreaktion 
(Kurve 4a) und 2 Wochen spiter bei derselben Dosis eine 
ganz typische sofortige Reaktion mit allen Begleiterscheinungen 
wie bei den Halogennatriumverbindungen auf (Kurve 4b); 
auch Bromkalium (Kurve 4c) und Chlorkalium ergaben in 
einem Falle eine schwache Fieberreaktion, desgleichen Kalium- 
phosphat. 


at Puls 3 4 


Kurve 6. 


Es diirfte damit die pyretogene Wirkung auch der Kalium- 
salze sichergestellt sein. Man mu8 annehmen, da hier gerade 
die bestimmten Verbindungen am starksten reagieren und die 
andern selten oder zégernd, daB gewodhnlich diese Verbindungen 
den Kreislauf verlassen, ohne in eine Reaktion mit dem Korper 
getreten zu sein. 


9* 
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Besonderes Interesse verdienen die Ergebnisse bei dem dritten 
Metall, dem Calcium. Auch hier hat Ludwig F. Meyer 
nie Fieberwirkungen beobachtet, Untertemperaturen wurden 
von ihm nicht gebiihrend beriicksichtigt. 

Zunichst ist festzustellen, daB Calciumverbindungen ab und 
zu auch leichte Temperatursteigungen hervorrufen, so wurde das 
beim Chlorid, Carbonat, Acetat, Phosphat in 6 Fallen gefunden 
(Kurve 6a), dagegen tritt hier die temperaturerniedrigende 
Wirkung in den Vordergrund; besonders dem Calciumchlorid 
kommt diese Eigenschaft in hervorragendem Mae zu. In 5 Fallen 
trat sie allein und einmal nach einer leichten Steigerung auf 
(Kurve 6 b,c). Desgleichen erwiesen sich das Acetat und das 
Phosphat temperatursenkend (Kurve 7); da gerade hier mit der 
Dosierung nur duBerst vorsichtig vorgegangen werden durfte, 
sind die Ausschlage nicht sehr groB aber doch einwandsfrei. 


58° * s ¢ 


1,5 Ca(Ch, 5 2*10 
Kurve 7. 

Es ware nun vielleicht interessant gewesen, auch noch die 
anderen Verbindungen dieser Metalle (z. B. den Kalisalpeter 
auf seine angeblich temperaturherabsetzende Wirkung), und 
noch weitere Metalle zu priifen. Aber diese Stoffe sind schon 
nicht mehr harmlos, und so verbot sich ihre Anwendung von 
selbst. Ich glaube auch, daB sich dabei nicht mehr viel Neues 
ergeben hatte. Wahrscheinlich gibt es noch viele Verbindungen, 
die beim Saugling in der nétigen Dosierung Fieber erzeugen, 
aber um typische Reaktionen wie bei den Natrium- und Kalium- 
verbindungen diirfte es sich da nicht handeln. Lohnender ist 
schon die Aufgabe, die Wirkung letzterer Verbindungen bei 
langerer Darreichung kleiner Dosen zu beobachten. Es sind 
auch schon Versuche in dieser Richtung im Gange, die aber 
ein abschlieBendes Urteil noch nicht gestatten. 

Uberschauen wir unsere Resultate, so diirfte es zunachst 
gewagt erscheinen, sichere Schliisse daraus zu ziehen oder 
gar eine bestimmte Regel aufzustellen. Alle 3 untersuchten 
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Metalle machen einmal Fieber, ein andermal Untertemperatur und 
manchmal auch keine Reaktion; wie laBt sich da etwas Be- 
stimmtes aussagen? Und doch ist dies méglich, wenn man nur 
zunachst einmal die individuellen Schwankungen ausschaltet und 
dann die Resultate richtig gruppiert. Erinnern wir uns aus 
der Lehre vom Fieber daran, da8 die Warmeregulation bei ver- 
schiedenen Individuen unter dem Einflu8 desselben Reizes eine 
verschiedene ist. Jeder Fieber erzeugende Reiz ruft auch bei 
einzelnen Individuen Untertemperatur hervor; manche Substanzen 
sind in kleinen Dosen pyrethogen, in groBen erzeugen sie Collaps; 
und endlich treten sehr oft vor oder nach Fieber Untertem- 
peraturen auf. Diese individuellen Schwankungen sind meines 
Erachtens wohl ausreichend, die Untertemperaturen bei den 
Natriumverbindungen zu erklaren (bei 30 Versuchen nur zweimal 
bei demselben Falle und einmal bei einem zweiten). 

Anders schon bei den Kaliumverbindungen. Das dreimalige 
Auftreten von Untertemperaturen bei 5 Versuchen mit Kalium- 
carbonat ist schon nicht mehr zufailig, hier kénnte ev. die 
oben erwahnte Vermutung zur Erklarung ausreichen, doch wire 
es voreilig, ein Urteil darauf schon festzulegen. Es ist ebenso- 
gut méglich, daB die Kaliumverbindungen zu der dritten Gruppe 
iiberleiten, der Gruppe der Calciumverbindungen, wo die Fieber- 
wirkung so gering ist, und ganz gegen die temperaturherab- 
setzende Wirkung zuriicktritt. Hier miissen wir schon eine 
spezifische, gesetzmaBige Reaktion annehmen. Es diirfte also 
der Satz aufgestellt werden, da8 Natrium- und wohl auch Kalium- 
verbindungen vorwiegend temperatursteigernd, die Calciumver- 
bindungen meistens herabsetzend wirken. 

Soll der Versuch gemacht werden, ein Verstindnis dieser 
Vorgange anzubahnen, so diirfte es wohl am besten sein, sich 
zunichst eng an die Ausfiihrungen Schmiedebergs iiber 
die Wirkung der anorganischen Verbindungen zu_halten’). 
Danach kénnten diese gefundenen Resultate entweder von den 
allgemeinen physikalischen Eigenschaften der betreffenden Sub- 
stanzen abhiangen (allgemeine Ionenwirkung), oder von der 
specifischen Wirkung der Dissociationsprodukte (specifische Ionen- 
wirkung) oder endlich von gewéhnlichen chemischen Reaktionen 
(spezifische molekulare Wirkung). Letztere Wirkungsweise, die 

1) GrundriB der Arzneimittellehre. 
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mit der Atzung identisch ist, diirfte in unseren Versuchen aum 
irgendwie bedeutungsvoll sein. Die erste Méglichkeit, daB es sich 
um rein physikalische Vorgange, bedingt durch die Verschiedenheit 
des osmotischen Druckes der eingefiihrten Lésungen und der 
K6rpersafte handelt, ist sicher vorhanden, aber zur Erklirung 
nicht ausreichend, da ja Salze mit demselben osmotischen Druck, 
wie schon Ludwig F. Meyer gezeigt hat, ganz verschieden wirken. 
Die zweite Méglichkeit, daB es sich um spezifische Ionenwirkung 
handelt, ist wohl die hauptsichlich in Betracht kommende. Und 
zwar scheinen es die Kationen, die Metalle, zu sein, die die spezifische 
Reaktion veranlassen, welche aber noch von den Anionen 
modifiziert wird. 

Die einwertigen Kationen Natrium und Kalium 
sind, wie es scheint, die Trager der temperatursteigern- 
den, das zweiwertige Kation Calcium der Trager der 
temperaturherabsetzenden Funktion. 

Und damit kommen wir zu der allgemeineren Bedeutung 
dieser Tatsachen. Zu den bisherigen Befunden iiber den Ant- 
agonismus der zweiwertigen und der einwertigen Metalle, die 
von der Hofmeisterschen und Jacques Loebschen Schule 
begriindet ist, tritt ein neues Moment, ein rein klinisches. 

Es ist wohl nicht zu weit gegangen, wenn man annimmt, 
daB die anderen zweiwertigen Metalle sich in diesen Rahmen 
einfiigen, finden wir doch beim Calcium schon alle die klinischen 
Wirkungen vorgeahnt, die z. B. beim Magnesium starker auf- 
treten und beim Barium (mit seiner stark lahmenden Eigen- 
schaft) in héchster Ausbildung vorhanden sind. 

Aber auch fiir unsere Erkenntnis des Stoffwechsels und 
fiir die Klinik kann die neue Forschungsrichtung fruchtbar 
werden, wie ich in den niachsten Mitteilungen zu zeigen hoffe. 


Notizen zu den Kurven: 


1. Sch. 15 Tage alt, Gewicht 3000, kraftiges Kind in gutem Er- 
nibhrungszustand, mit gutem Gewebsturgor, Nahrung molkenarme Milch. 

2. P. 17 Tage alt, Gewicht 3200, gesunder Saugling in guter Ge- 
wichtszunahme. Nahrung Allaitement mixte mit Buttermilch. 

3. T. 21/2 Monate alt, Gewicht 2600, ziemlich elendes Kind, dys- 
peptisch, Nahrung 1/, Milch mit Nahrzucker. 
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4. K. 1. 1°/, Monate alt, Gewicht 2900, etwas atrophisches, aber 
sonst kraftiges Kind mit gutem Stuhlgang, Nahrung 1/, Milch mit 
Nabrzucker. 

5. G. 34/2 Monate alt, Gewicht 2900, ziemlich atrophisches Kind, 
seit 2 Monaten Brustnahrung, dabei gute Zunahme. 

6. F. 3/, Monate alt, Gewicht 3400, sehr kraftig, Luesverdacht, 
spater nicht bestatigt, Nahrung Allaitement mixte mit Buttermilch. 

7. K. 2. 3/, Monate alt, Gewicht 3400, kraftiges Kind, ohne Stérung. 
Nahrung Allaitement mixte mit Buttermilch. 

8. L. 3/, Monate alt, Gewicht 3400, normales Kind, Nahrung 
Allaitement mixte mit Buttermilch. 

9. S. 11/, Monate alt, Gewicht 3500, kraftiges Kind in guter Zu- 
nahme, Nahrung 2/, Milch mit Nahrzucker. 

10. Pr. 14/, Monate alt, Gewicht 3200, kriaftiges Kind, Nahrung 
Allaitement mixte. 
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Zur Lehre von der Saéurevergiftung. 


Von 
Julius Pohl, 
(Aus dem pharmakologischen Institut der deutschen Universitat Prag.) 


(Eingegangen am 3. April 1909.) 


Ich habe schon einmal') gegen die Meinung H. Eppingers, 
daB die Aminoséiuren und Harnstoff Gegengifte unzerstérbarer 
Saéuren in dem Sinne sind, da8 sie fiir den Organismus zu 
Ammoniakquellen werden, Stellung genommen, und ich sehe 
mich durch die jiingst erschienene Mitteilung obigen Titels von 
H. Eppinger und F. Tedesko’*), die diese Anschauung auf- 
recht erhilt, bewogen, neuerliches Material in dieser Frage bei- 
zubringen, sowie die letzten Versuche der genannten Autoren 
kritisch zu beleuchten. 

In der zweiten Mitteilung Eppingers®*) findet sich gegen 
unsere, die Erfolglosigkeit der Darreichung von Harnstoff gegen 
tédliche Saiuredosen erweisenden Versuche der Einwand, da8 wir 
den Harnstoff per os gegeben haben. ,,Denn da8 der Harn- 
stoff per os nicht wirkt, das weiB ich auch.“ Nun ist es schon 
auffallig, daB Gegengift und Gift gleichzeitig gegeben giftiger 
sind als gesondert gereicht, trotzdem habe ich mich doch der 
Forderung, den Harnstoff subcutan reichen zu sollen, gefiigt. 

Bevor ich meine neuen Versuche anfiihre, sei darauf hin- 
gewiesen, da die Dosis 0,9 g HCl p. kg Kaninchen durchaus nicht 
die unbedingt tédliche Dosis ist, was auch Liéwi*) angibt. 

1) J. Pohl und E. Miinzer, Uber Entgiftung von Mineralsiuren 
durch Aminosiuren und Harnstoff. Centralbl. f. Physiol. 20, 1906. 

2) Diese Zeitschr. 16, 207, 1909. 


8) Zeitschr. f. experim. Pathologie u. Therapie 3, 534, 1906. 
*) Centralbl. f. Physiol. 20, Nr. 10, 1906. 
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Schon in Walters grundlegender Arbeit') findet sich, 
Seite 156, die AuBerung: ,,Uberschritt man die Menge von 
0,9 HCl p. kg, so trat der Tod ein.‘‘ Ich iiberschreite also diese 
Dosis und gebe in nachfolgenden Versuchen 1 g p. kg auf 
24 Stunden verteilt. Ubrigens fiihrt Eppinger in seiner Arbeit 
II, Seite 546 an, daB man bei Versuchen mit Harnstoffinjektionen 
bis auf das Doppelte der Saure steigen konnte, somit ist das 
Plus von 0,1 nicht von Bedeutung. 


Versuch l. 


Kaninchen 1600 g. Die Salzsiiure */, normal —0,91°/, HCl. 
Von derselben sind zu reichen 175,9ccm. 


ao 
18.3. 115, 45, 8 je 49 com der Saure -+- 3 g U subcutan. 
19.3. wird das Tier tot vorgefunden, nachdem es somit nur 
147 ccm HCl = 0,83 p. kg erhalten hat. 


Versuch 2. 


1750 g Kaninchen (nach Abpressen des Harns gewogen) 
Normaltemperatur 39,4. Es hat zu erhalten 192 ccm == 48 ccm 
Saéure pro Dose. 27.3. 10", 3530, 7515 je 48 ccm der Siure 


+ 
+ je 3g U subcutan in 20 ccm phys. NaCl-Lésung. 


25. 3. friih 7, Temperatur 37,6. Dann die vierte In- 
jektion. Allmahlich wird das Tier traurig, laBt den Kopf auf 
die Unterlage sinken, der Cornealreflex bleibt aus und 8*/,> 
Tod des Tieres. Sektion zeigt vollkommen normalen Lungen- 
befund. 

Die Schutzwirkung des Harnstoffes ist somit auch 
bei subcutaner Darreichung am Hafertier— Null. 


Der Idee, U als Ammoniak-Quelle anzuwenden, widerspricht 
im ibrigen schon von vornherein die Unangreifbarkeit dieses 
Stoffes. 

In weiterer Verfolgung der Anschauung, daB die Amino- 
siuren Ammoniak-Quellen fiir den Hund sind, soll in der letzten 
Arbeit von Eppinger und Tedesko gezeigt werden, daB EiweiB- 
hunger, der die disponiblen Aminoséuremengen mindert, bei 
diesen Tieren den Schutz gegen Mineralsiéuren aufhebt, daB sich 
somit im Hunger der Hund wie ein Pflanzenfresser verhilt. 








1) Arch. f. experim, Pathol. u. Pharmakol. 7. 
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Das Urteil iiber die Beweiskraft der von Eppinger und Tedesko 
beigebrachten Versuche hangt nun von folgendem Gesichtspunkt 
ab: Saurevergiftung ist Alkali-Entziehung, und Saureentgiftung 
bedeutet Hemmung der Verarmung an fixen Alkalien (in diesem 
Falle mit Steigerung des ausgeschiedenen Ammoniaks). 

Als ich nun von diesem Gesichtspunkt aus die neuen Versuche 
und Tabelle I bis V, die die obige These stiitzen sollen, durch- 
rechnete, stieB ich auf analytische Merkwiirdigkeiten, die mich 
zu ganz anderen SchluBfolgerungen fiihrten als die Autoren. 
Nachdem zur Deutung der Versuche genaue Dosenangaben und 
Kenntnis des eingeschlagenen analytischen Verfahrens notwendig 
ist, habe ich mich zur Erganzung der Daten der Arbeit direkt 
an Herrn Doz. Eppinger gewendet und lege die in freund- 
lichster Weise gegebenen Aufklérungen meinen Ausfiihrungen 
zugrunde. 

Im ersten Versuch (Tabelle I und II) wird die Summe 
KCl -++ NaCl fiir sich bestimmt, anderseits das Chlor des Harns 
nach Volhardt titriert und der erhaltene Wert auf Kochsalz 
und HCl umgerechnet. Tatsiachlich ist das Chlor im Harn an 
verschiedene Basen gebunden (siehe u. a. die Arbeiten von 
Allers und Bondi’), Granstrém*). Die Angaben der Tabelle I, 
da8 Harne mit nur 0,9; 0,3; 0,23;0,54 HCl gleichzeitig (KCl-+- NaC)) 
im Werte von 3,75; 3,4; 4,2; 3,03 gegeniiberstehen, sind unméglich 
richtig; denn lassen wir z. B. 0,9 HCl ganz als KCl erscheinen, 
so ergibt dies nur 1,81, niemals 3,75 usw. Ferner ist hier fol- 
gende Merkwiirdigkeit zu verzeichnen. Am Sauretag findet sich 
dem Normaltag gegeniiber ein Plus von 2,04 NH, im Harn; 
lassen wir diese, einer Entgiftung entsprechend, an HCl gebunden 
erscheinen, so entspricht dies, da 1 NH, = 2,14 HCl, dem Werte 
von 4,3 HCl. Nun sind fiir diesen Tag, wieder nach Abzug des vor- 
ausgehenden Normaltags, 4,47 HCl im Harne erschienen, somit 
alles Chlordurch Ammoniak in Beschlag belegt. Trotzdem finden die 
Autoren auBerdem noch 8,9 (NaCl-+- KCl). Ich halte mich bei 
diesem Widerspruch in folgendem an den direkt bestimmten 
KCl +- NaCl-Wert. 

Wiahrend das mit Fleisch gefiitterte Tier die als tédlich 
angenommene Salzsiuremenge vertragt, geht der im EiweiBhunger 

1) Diese Zeitschrift 6, 361, 1907. 

*) Zeitachr. f. physiol. Chemie 58, 195. 
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befindliche Hund auf 600 ccm °/,-HCl = 5,46 HCl auf 9,8 kg 
== 0,55 p. kg zugrunde. Bedenkt man, da8 von der letzten um 
4" nachmittags gereichten Dosis kaum alles resorbiert wurde, 
da der Tod bereits um 6° eintrat, so ist die tédliche Dosis p. kg 
Hungerhund noch geringer. Diese Dosis ist fast halb so 
klein als fiir das gefiitterte Kaninchen. Meiner Anschauung 
nach beweist dieses Resultat durchaus nicht, daB der Carnivore 
durch EiweiBhunger quoad Stoffwechsel in einen Herbivoren 
verwandelt wird, sondern es beweist, daB die Versuchsbedingung 
Hunger die Verhiltnisse in solch eingreifender Weise stért, da8 
ein sicherer Riickschlu8 auf eine einheitliche Todesursache nicht 
gestattet erscheint. 

Wenden wir uns den Zahlen fiir KCl-+- NaCl dieses Ver- 
suches zu. Fiir das fleischgefiitterte Tier ergibt sich nach Ab- 
zug des vorausgehenden Tages 8,96 — 3,03 = 5,93 in 24 Stunden; 
am EiweiShungertier 7,35 — 2,02 — 5,33 in 23 Stunden. Somit 
besteht im letztern Fall durchaus keine Steigerung der Basen- 
ausfuhr gegeniiber dem Ammoniak vorschiebenden fleischge- 
fiitterten Hund. Hier muB ich auf einen wichtigen analytischen 
Irrtum dieses Versuchs aufmerksam machen, Ist in Tabelle II 
2,053 HCl = 1,988 Cl richtig, so kann, da 1 HCl = 2,04 KC ist, 
selbst dann, wenn alles Chlor an Kalium gebunden gerechnet 
wird, héchstens 4,18 (KCl -+- NaCl) vorhanden gewesen sein, 
niemals 7,3. Ist wiederum der Chlorwert richtig, so kann nur 
3,2NaCl vorhanden gewesen sein, nicht aber 5,12. 

Ein weiterer Versuch wird nicht mehr am Kaninchen, sondern 
am Schafe durchgefiihrt; er soll beweisen, daB auch beim Herbi- 
voren Nahrungseiwei8 die Siurewirkung paralysiert. Im Harn 
werden blo8 die Chlorionen titriert. Das normale, mit Kohlen- 
hydraten gefiitterte 18 kg-Tier geht (wie mir giitigst von 
Eppinger mitgeteilt wurde) nach 1500 ccm ®/,-HCl — 13,65 HCl 
= 0,7 p. kg zugrunde. Das zweite mit Eiweif gefiitterte Tier 
scheidet nun nach der Salzsaéure-Darreichung tatsiachlich eine 
groéBere Ammoniakmenge aus. Wie steht es aber mit dem Schutz 
gegeniiber der Basenentziehung? Am ersten, zweiten, dritten Tag 
nach der Siaurefiitterung finden sich 34,85g als Kochsalz be- 
rechnete Basen im Harn. Nach Abzug der drei vorhergehenden 
Normaltage mit 8,68 bleibt ein Plus von 26,17 NaCl. Selbst 
dann, wenn wir die im Harn aufgetretenen Ammoniakwerte an 
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Salzsiiure gebunden annehmen und in Abzug bringen, so bleibt 
noch immer eine die Normalbasenausscheidung um das Doppelte 
iibersteigender Wert. Voneinem Schutzdes Basenbestandes 
kann nicht die Rede sein. Ein sicheres Urteil iiber die 
einschligigen Verhaltnisse ist aber um so weniger zu fallen, 
als mit der Art des verfiitterten EiweiBes ein elementarer Ver- 
suchsfehler eingefiihrt wurde: es wurde namlich Plasmon neben 
der Salzsiure gereicht. Plasmon ist mit Natriumcarbonat di- 
geriertes Casein mit 7 bis 8°/, stark alkalisch reagierender Asche 
(Na, Ca). Da Plasmon ein leicht resorbierbares Alkalieiwei8 dar- 
stellt, das im Kérper verbrennt, so bedeutet seine Einfuhr neben 
der Saure Neutralisation der letzteren. In welchem MaBe durch 
Plasmon Saure gebunden werden kann, lehrt folgender 


Versuch 3. 


Je 2 g Plasmon werden verascht, die Asche 24 Stunden 
mit "/,,-HCl stehen gelassen und dann zuriicktitriert. Als Mittel 
zweier derartigen Analysen ergibt sich pro Gramm Plasmon 
eine Bindung von 9,25 */,,-HCl. 

Da das Tier 240 g Plasmon an 2 Tagen bekam, so bedeutet 
dies die Méglichkeit einer Alkalibindung von 2220 ccm ®/,,-HCl = 
8,1g HCl. DasSchaf hat also nicht 15 g, sondern eine Gesamtresorp- 
tion des Plasmons angenommen, nur 6,9 HCl = 0,42 p. kg erhalten. 
Tatsichlich wird nun gewi8, wie von der Salzsiure, nur ein 
Teil des Plasmons aufgenommen worden sein, es geniigt aber 
das Herabdriicken der Séiuredosis pro Kilogramm um 0,1 bis 0,2, 
um das Uberleben des Tieres zu erkliren. Auf keinen Fall 
beweist somit ein Versuch mit Plasmonfiitterung irgend etwas 
fiir die Lehre von der Saéurevergiftung. 

Ein weiterer Versuch, Tabelle V, soll nun wie in der aller- 
ersten Arbeit die Schutzwirkung durch Harnstoff belegen. 


ok 
Ein Tier von 17,5 kg erhalt 120g U in 4 Tagen subcutan; am 
dritten Tag 16g HCl und kommt davon. Das Plus an Am- 
moniak an den Siuretagen ist ein auBerst geringes — 1,46 an 


2 Tagen. Dabei ruft U fiir sich allein schon eine Steigerung 
der Ammoniakausscheidung von 0,36 auf 0,68 hervor, und es 
ist durchaus nicht unmdglich, da8 die Ammoniakbestimmungen 
im Harn bei Gegenwart groBer Harnstoffmengen unsicher 
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werden. Wenigstens haben wir diesbeziiglich unangenehme Er- 
fahrungen gemacht. Dabei findet wieder, soweit man aus den 
Chlorwerten allein, ohne Bestimmung der einzelnen Basen, 
eine Basenbewegung erschlieBen kann, eine michtige Basen- 
ausscheidung statt. Erwaigt man, daB das in Tabelle III be- 
schriebene Sauretier von 12 Uhr bis 7 Uhr des nichsten Tages 
i.e. 31 Stunden 9,65 NaCl ausgeschieden hat, dann sind doch 
die 24stiindigen Basenwerte des Harnstofftieres mit 9,6 und 
9,45 gréBere als beim nicht entgifteten Tier. Rechnet man diese 
Zahlen in der Weise um, daB man die im Harn gefundenen 
Ammoniakmengen von den Chlornatriumzahlen abzieht (das 
Ammoniak des Harns ist ja auch an Cl gebunden erschienen), 
so scheidet das Normalsiauretier in 24 Stunden 5,2, das mit Harn- 
stoff behandelte Tier am ersten Tage 5,2, am zweiten 7,2g aus, 
also sicher mehr Basen als das nur mit Siure behandelte 
Tier. Von einem Basenschutz kann also auch hier nicht die 
Rede sein. 

Um aber endgiiltig die Vorstellung einer Entgiftung der 
Mineralsiuren durch Ammoniak beim Herbivoren zu priifen, 
die mir bei der Giftigkeit der Ammoniaksalze von Mineral- 
siuren fiir diese Spezies zwar ganz unlogisch erscheint, so habe 
ich noch einem Kaninchen, das 1g HCl p. kg per os erhalten 
hat, subcutan essigsaures Ammoniak in einer Menge gegeben, 
daB 1g HCl auf die nicht tédliche Menge 0,8 hatte entgiftet 
werden kénnen. Das Tier ging trotzdem unter den typischen 
Erscheinungen der Saéurevergiftung nach der dritten Saiuredosis 
zugrunde. 

Ich halte somit die Lehre einer Entgiftung von Mineral- 
siuren beim Herbivoren durch Eiwei8kérper, Aminoséiuren und 
Harnstoff fiir véllig unbegriindet. 
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Zur Frage der Blutgerinnung. 
Von 
P. Morawitz, Heidelberg. 
(Eingegangen am 3. April 1909.) 


In den letzten Jahren sind eine Reihe von Arbeiten er- 
schienen, die sich mit der Lehre von der Blutgerinnung beschif- 
tigen und sich besonders auf die erste Phase der Gerinnung, die 
Bildung des Fibrinferments, beziehen. Alexander Schmidt’) 
hatte sich die Entstehung des Fibrinfermentes so vorgestellt, 
da8 er eine Aktivierung einer im Plasma vorhandenen Vorstufe 
des Fibrinferments, des Prothrombins, durch die zymoplastischen 
Substanzen der Gewebs- oder Blutzellen annahm. Spiter ist 
diese Hypothese auf Grund der Untersuchungen von Arthus?) 
und Pekelharing®*) iiber die Rolle der Kalksalze bei der Ent- 
stehung des Fibrinferments wieder verlassen worden, und man 
nahm allgemein an, da8 eine unwirksame Vorstufe des Fibrin- 
ferments durch ionisierte Kalksalze in den aktiven Zustand 
iibergefiihrt wird. Von den zymoplastischen Substanzen war 
nicht mehr die Rede. 

Ein Versuch, diese einander widersprechenden Ansichten 
zu vereinigen, ist von Fuld und Spiro und mir‘) unternommen 
worden. Es konnte wahrscheinlich gemacht werden, da8 min- 
destens drei Substanzen zur Entstehung aktiven Fibrinfermentes 
zusammenwirken miissen, namlich ionisierte Kalksalze und zwei 
fermentahnliche K6érper, die ich als Thrombogen und Thrombo- 
kinase bezeichnet habe. Das Thrombogen wiirde dem Proferment, 
die Thrombokinase den zymoplastischen Substanzen Alexander 
Schmidts entsprechen. Das Pekelharingsche Prothrombin 
ware demnach ein Gemisch von Thrombogen und Thrombokinase. 


1) A. Schmidt, Zur Blutlehre. Leipzig 1892. 

2) Arthus, Arch. de physiol. 1896. 

8) Pekelharing, Intern. Beitr. f. Rud. Virchows Festschr. 1891. I. 
4) Vgl. Morawitz, Ergebn. d, Physiol. 4, 307, 1905. 
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Zu abnlichen Vorstellungen — wobei im einzelnen freilich noch 
manche Differenzen bestehen — sind spaéter mehrere Autoren 
gekommen, besonders P. Nolf?), ferner Schittenhelm und 
Bodong?®) und Walker,*) wahrend Pekelharing*) seinen frihe- 
ren Standpunkt behauptetet und Leo Loeb*) der Ansicht ist, 
das manche Erscheinungen auch durch die neue Hypothese 
nicht geniigend erklart werden und die Verhaltnisse der Ent- 
stehung des Fibrinfermentes vielfach noch undurchsichtig sind. 

Zu den Autoren, die eine Entstehung des Fibrinfermentes 
durch das Zusammenwirken dreier Faktoren, eines Prothrombins, 
der Thrombokinase und ionisierter Kalksalze annehmen, gesellt 
sich neuerdings auch J. Mellanby*). Er kommt zu ahnlichen 
Schliissen wie Fuld und Spiro und ich, unterwirft aber meine 
friiheren Untersuchungen einer auch in ihrer Form sehr absprechen- 
den Kritik, die geeignet ist, unrichtige Vorstellungen zu erwecken 
und die ich nicht unerwidert lassen méchte. Mellanby kennt 
aber, wie aus seiner Arbeit hervorgeht, weder die Nachpriifungen 
meiner Untersuchungen durch Schittenhelm und Bodong, 
noch die ausgedehnten Untersuchungen von Leo Loeb u. P. Nolf, 
ja ihm sind offenbar auch die zusammenfassenden Ubersichten iiber 
den Vorgang der Blutgerinnung entgangen, die L. Loeb vor 
1*/, und ich (1. c.) vor 4 Jahren gegeben habe. Im anderen 
Falle hatte er es gewiB vermieden, Tatsachen als von ihm 
entdeckt zu publizieren, die schon seit 5 Jahren bekannt sind, 
wie das ,Antithrombin“ des Vogelplasmas.’) 

An die Spitze seiner Ausfiihrungen stellt Mellanby fol- 
genden Satz: 

» Morawitz griindet seine Theorie auf vier fundamentale Fest- 
stellungen. Dieses sind: 

1. daB Thrombokinase eine nach Hammarsten bereitete Fibrino- 

genlésung auch bei Gegenwart von Kalksalzen nicht zum Ge- 
rinnen bringt; 


1) Nolf, Arch. intern. de physiol. 4 bis 6, 1906 bis 1908. 

2)Schittenhelm u. Bodong, Arch. f. experim. Pathol. u, 
Pharmakol. 54, 217, 1906. 

8) Walker, Journ. of Physiol. 33. 

4) Pekelharing, diese Zeitschr. 11, 1, 1908. 

5) Leo Loeb, Biochem. Centralbl. 6, 1907. 

®) Mellanby, Journ. of Physiol. 38, 28. 

7) Vgl. Leo Loeb, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 534. 
Muraschew, Arch. f. klin. Med. 80, 187, 1904, 
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. daB Thrombokinase serése Exsudate wie Hydrocelefliissigkeiten 
nicht zum Gerinnen bringt; 

. daB die gerinnungserzeugende Kraft des Serums durch Zusatz 
von Thrombokinase sehr erheblich verstarkt wird; 

. da8 Thromokinase Oxalat- und Fluoridplasma nicht zum Gerinnen 
bringen kann.“ 

Von diesen Satzen erklirt Mellanby die ersten drei kurzer- 
hand fiir falsch. 

Einige Zeilen hinter der oben im Wortlaut wiedergegebenen 
AuBerung erklart Mellanby aber, daB die Hammarstensche 
Methode zur Bereitung der Fibrinogenlésung zu eingreifend ist. Er 
stellt daher seine Fibrinogenlésungen durch Verdiinnen von Vogel- 
plasma mit Wasser und Essigsiurefallung her und glaubt hiermit 
reine Fibrinogenlésung zu erhalten, da bisher keine Beweise dafiir 
vorliegen, daB Blutplasma auBer dem Fibrinogen noch andere 
Globuline enthalt (!). Diese Fibrinogenlésung gerinnt nun 
regelmaBig auf Zusatz von Gewebssaft und Calcium. Mit einer 
nach Hammarsten bereiteten Lésung hat Mellanby 
keinen einzigen Versuch gemacht. Wohl aber haben 
andere Untersucher, deren Arbeiten Mellanby entgangen sind, 
meine Angaben nachgepriift, so z. B. Schittenhelm und 
Bodong und Nolf. Die zuerst angefiihrten Autoren haben 
ebenso wie ich meist gar keine, zuweilen eine sehr langsam 
verlaufende Gerinnung durch Gewebsextrakte und Kalk in 
Hammarstenschen Fibrinogenlésungen beobachtet. Nolf fand, 
daB nach Hammarsten bereitete Fibrinogenlésungen, wenn 
sie stark konzentriert sind, noch mit Gewebssaft und Kalk 
gerinnen, in verdiinntem Zustande aber nicht. Offenbar hangen 
die Differenzen, die iiber diese Frage vorliegen, mit Verschieden- 
heiten der Technik bei Zubereitung der Fibrinogenlosung zu- 
sammen. Mit Sicherheit geht aber aus den Befunden der oben 
angefiihrten Autoren hervor, daB man nach der Methode 
Hammarstens Fibrinogenlésungen erhalten kann, die durch 
Fibrinferment sehr leicht zum Gerinnen gebracht werden, wah- 
rend blutfreie Gewebsextrakte trotz Anwesenheit von Kalk- 
salzen unwirksam bleiben. 

Zweitens behauptet Mellanby, daB alle fibrinogenhaltigen 
Ex- und Transsudate durch Gewebssaifte zum Gerinnen gebracht 
werden kénnen. Er stiitzt diese Ansicht auf die Untersuchung 
einiger Exsudate und Hydrocelefliissigkeiten und erklart es fiir 








Zur Frage der Bluigerianung. 33 


schwer verstandlich, wie ich eine gegenteilige Bemerkung machen 
kann. Die Feststellung, daB es in der Tat fibrinogenhaltige 
Transsudate gibt, die auf Zusatz von Gewebssaft fliissig bleiben, 
stammt nun keineswegs von mir, sondern von Alexander 
Schmidt (l. c.), der sich mit Vorliebe dieser Filiissigkeiten, 
die er aus der Peritonealhéhle des Pferdes gewann, zur An- 
stellung von Gerinnungsversuchen bediente. Manche Hydro- 
celefliissigkeiten zeigen auch diese Eigenschaft, wie Schmidt 
gezeigt hat und ich bestitigen konnte. Auch Arthus’) hat 
die Beobachtung gemacht, daB das fibrinogenhaltige Peritoneal- 
transsudat des Pferdes auf Zusatz von Gewebssaft nicht gerinnt. 
Mellanby hat zufallig kein solches Transsudat in Hianden 
gehabt. Seine Behauptung steht im Widerspruch zu den Resul- 
taten mehrerer Untersucher. 

Was nun endlich die Tatsache betrifft, daB die gerinnungs- 
erzeugende Kraft von Blutserum durch Zusatz von Gewebssaft 
sehr erheblich verstaérkt werden kann, so stehe ich auch hier 
keineswegs allein da. Die Erscheinung ist iibrigens schon von 
Alexander Schmidt (lI. c.) beschrieben worden. Ferner haben 
Muraschew, sowie Schittenhelm und Bodong ahnliche Be- 
obachtungen gemacht. Auch L. Loeb gibt an, da8 in manchen 
Fallen die Wirkung einer Kombination von Serum und Gewebs- 
saft eine starkere ist, als den Einzelfaktoren entspricht. Mel- 
lanby ignoriert die Angaben der anderen Autoren und bedient 
sich auch hier wieder einer Versuchsanordnung, die meiner 
absolut nicht entspricht und mir fiir diesen Zweck ungeeignet 
zu sein scheint. 

Auf weitere Einzelheiten der Arbeit von Mellanby méchte 
ich nicht eingehen. Mir geniigt, festgestellt zu haben, daB er 
keinen einzigen meiner Versuche nachgepriift hat und daB 
seine Behauptungen im Gegensatz stehen zu den Angaben 
anderer Untersucher, deren Arbeiten er nicht erwahnt. 


1) Arthus, Compt. rend. 56, 1904, 
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Ober die Milch einer 62jahrigen Frau. 
Von 
Sigmund Frankel. 


(Aus dem Laboratorium der L. Spiegler-Stiftung, Wien.) 
(Eingegangen am 3. April 1909.) 


Dr. Anton Siding, Arzt am Versorgungsheim der Stadt 
Wien, beobachtete bei einer 62jaéhrigen, an Tabes leidenden 
Frau, da8 aus deren beiden Briisten sich auf Druck Milch, 
in fiinf bis sechs Strahlen spritzend, entleeren lieB. Die Frau 
litt tiberdies an Haematemesis und Herpes Zoster. Der Fall 
ist ausfiihrlich beschrieben in der Wiener klinischen Wochen- 
schrift. *) 

Diese Milch wurde mir von Dr. A, Siding zur Untersuchung 
iibergeben. Die durchschnittliche Menge pro die betragt 0,3 bis 
0,5ccm. Wurde die Milch nicht taglich abgezogen, so konnte man 
nach 8 Tagen 2ccm auf einmal gewinnen. Fiir die chemische 
Untersuchung wurde Milch einen Monat lang gesammelt und 
in Eis-Kochsalzmischung, die man haufig erneuverte, im Eis- 
schrank konserviert. 

Die chemische Untersuchung wurde mit Riicksicht auf die 
geringen Mengen méglichst gewichtsanalytisch durchgefihrt. 

Das spezifische Gewicht wurde im Pyknometer bestimmt. 

Bei 15°C ergab sich sp. G. 1026,4 in einem Pyknometer 
von 10 ccm Inhalt; die Wasserbestimmung ergab 88,19°/, Wasser, 
resp. 11,81°/, Trockensubstanz. 

Die Eiwei8kérper wurden aus der Gesamt-Stickstoff-Bestim- 
mung nach Kjeldahl! berechnet. 

3,2238g Milch geben nach Kjeldahl 7,9%/,,-NH,, oder 
0,01106 g N, bzw. 0,348°/, N = 2,175°/, EiweiBkorper. 


1) Wiener klin. Wochenschr. 1909, Nr. 9. 
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Die Milch wurde mit Gips eingetrocknet und im Soxhlet- 
apparat mit Ather erschépft. Sie enthielt in 2,8983g 0,12¢ 
oder 4,15°/, Rohfett. 

Der Michzucker wurde in der verdiinnten und enteiweiB- 
ten Lésung durch Titration bestimmt. 3,4521 g Milch enthielten 
0,167232 g Milchzucker oder 4,84°/, Milchzucker. 

Die feuerfeste Asche betrug 0,277°/,. 

Die Summe der bestimmten festen Bestandteile betragt 
11,44°/,. Die gesamten festen Bestandteile 11,81°/,. 

Die Reaktion der untersuchten Sammelmilch war amphoter; 
die frisch entleerte Milch zeigte alkalische Reaktion. Beim 
Kochen gerinnt die frische Milch nicht. Mikroskopisch waren 
viele Fettkiigelchen und wenige Colostrumkérperchen zu be- 
obachten. 

Nach den Angaben der Lehrbiicher’) betragt der Trocken- 
riickstand der Frauenmilch im Durchschnitt 11°/,, schwankt 
aber von 8 bis 18°/,. Der Aschengehalt betraigt 0,2 bis 0,25°/, 
und kann bis 0,4°/, ansteigen. Das spez. Gewicht wird von 
1026 bis 1036 angegeben, bewegt sich aber meist in den engeren 
Grenzen 1028 bis 1034. Der Eiwei8gehalt schwankt von 1 bis 2°/, 
und ist oft nur 1,5 bis 1,7°/,; der Fettgehalt betragt 3 bis 4°/,. 
Der Zucker geht selten unter 5°/,, im Mittel sind 6°/, vorhanden. 


Vergleichende Zusammenstellung des Analysen- 
resultates mit den Zahlen fiir normale Frauenmilch. 
Milch der 


62jahr. Frau Normale Frauenmilch 

WO. ss ah im Durchschnitt 89°/, 
Trockensubstanz. . . . 11,81°/, 11°), 
Spezifisches Gewicht . . 1026,4 1026 bis 1036 
Reaktion. . . . .. . alkalisch alkalisch 
eS 1 bis 2°/, 
i, so oe Kew ore Ce .. 2. 
ee cere 4,84°/, re, * 
Ok) ine. 0 + a Se 0,20 bis 0,25 bis 0,4°/, 


Man ersieht aus dieser Zusammenstellung die gute Uber- 
einstimmung der normalen Werte mit denen dieses Sekrets. 


1) Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem., Frankel, Deskriptive 
Biochemie. 
3* 
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Die Beobachtungen, daB alte Frauen Milch sezernieren, 
sind recht selten. In der Literatur finden sich Fille, wo alte 
Frauen auf Saugen Milch produzieren, ferner im Postclimacterium 
und nach einer, wenn auch viele Jahre vorangegangenen Geburt. 
Siding faBt diesen Fall in der Weise auf, da8 die Milchsekretion 
in keinerlei Beziehung zu einer inneren Sekretion der Ovarien 
steht, sondern wahrscheinlich Folge einer Reflexneurose infolge 
tabischer Stérungen im abdominellen sympathischen Geflechte, 
die sich klinisch in nervésen Magendarmblutungen, den aus- 
gedehnten Herpeszonen und méglicherweise in der hochgradigen 
Ovarienatrophie manifestieren. 

Das in solchen Fallen produzierte Sekret war noch nie 
Gegenstand einer chemischen Untersuchung, so da8 bis jetzt 
die Diagnose dieses Sekretes als Milch nur auf dem duBeren 
Aspekt beruht. 

Diese Untersuchung zeigt, daB sich in unserem Falle die 
produzierte Milch chemisch in keiner Weise von der einer 
normal lactierenden Frau unterscheidet. 
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Von 


Sigmund Frankel. 


V. Mitteilung. 


Uber die Phosphatide des Rinderpankreas. 
Von 
Kurt Linnert, Wien, und G. A. Pari, Padua. 


(Aus dem Laboratorium der L, Spiegler-Stiftung, Wien.) 
(Hingegangen am 3. April 1909.) 


In der vorhergehenden Mitteilung iiber Lipoide’) hat einer 
von uns (P.) iiber ein aus Rinderpankreas gewonnenes unge- 
sattigtes Phosphatid von der Formel C,,H,,NPO,CdCl, berichtet, 
welches sich durch Hydrolyse in eine gesattigte Fettsiure vom 
Schmelzpunkte 54° (Myristinsiure), in eine ungesattigte Fett- 
sdure von anscheinend geringerem Kobhlenstoffgehalt als die 
Olséure und in eine Base aufspalten 1a8t. Bei der Methyl am 
N-Bestimmung nach Herzig und Meyer zeigte dieses, Vesal- 
thin benannte, Monaminomonophosphatid den Gehalt von je 
vier Methylgruppen auf ein N-Atom. Da aus Cholin resp. 
Lecithin bei dieser Bestimmung drei Methylgruppen abgespalten 
werden, so mu8 man annehmen, daB die dem Vesalthin zu- 
grunde liegende Base von Cholin verschieden ist. 

Es ist uns mit dem leider unzureichenden Material gelungen, 
das Platinsalz dieser Base darzustellen, ihren Schmelzpunkt, 
Platin- und Chlorgehalt zu bestimmen und zu finden, daB diese 
Platinverbindung mit dem Cholinplatinsalz in einigen Punkten 
iibereinstimmt, in anderen aber von ihm wesentlich abweicht, 


1) Diese Zeitschr, 17, 68, 1909. 
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und zwar in Schmelzpunkt, Gehalt an Chlor und Methyl am 
N-Gruppen. 

Hydrolysiert wurde Vesalthin in 5°/, iger alkoholischer Salz- 
siure durch 8 Stunden; hierauf wurde der Alkohol zum 
groBen Teile abdestilliert, die Lésung mit Wasser verdiinnt 
und zur Entfernung der Fettséuren erschépfend ausgedthert. 
Die im Scheidetrichter vom Ather getrennte wisserige Lésung 
wird nun zunachst auf dem Wasserbade zur Entfernung der 
Salzsiure eingeengt, hierauf nach Befreiung von Cadmium durch 
Schwefelwasserstoff im Vakuum bis zum Sirup konzentriert. 
Dieser wird mit absolutem Alkohol aufgenommen und mit ab- 
solut alkoholischer Platinchloridlésung versetzt. Sofort scheidet 
sich das gelb gefarbte Platinat ab, welches, nachdem es im 
Vakuum vollig vom Alkohol befreit ist, aus wenig hei8em Wasser 
umkrystallisiert wird, aus dem es — im Gegensatze zu Cholin — 
sofort wieder auskrystallisiert in orangegelben, glitzernden 
Krystallen, welche bei der optischen Untersuchung ein zwei- 
achsiges Achsenbild mit sehr kleinem Winkel — schatzungs- 
weise 10° — und optisch positivem Charakter zeigen, allem 
Anscheine nach rhombische — nicht ausgeschlossen hexagonale — 


Tafeln bildend, von Kanten begrenzt, welche die Winkel 124° 
bzw. 112° einschlieBen. 

Die Substanz, welche wir als Vesalthaminplatinat be- 
zeichnen wollen, schmilzt bei 254° unter Aufschiumen bei lang- 
samem, bei 249° bei schnellem Erhbitzen. 


Platin- und Chlorbestimmung: 
0,1041 gS gaben 0,0331 g Pt — 31, 8°/, Pt, 
0,0991gS8 ,, 0,1167g AgCl = 29, 12°/, Cl. 

Daraus ergibt sich das Verhialtnis von 

Chlor zu Platin 5:1. 

Vergleicht man diese Resultate mit den von Gulewitsch*) 
fiir Cholinplatinchlorid gefundenen, so fallt zunachst die vdllige 
Ubereinstimmung der Platinwerte auf. Auch Gulewitsch findet 
als Platingehalt 31,81°/, gegen 31,64°/, berechnet fiir Cholin- 
platinchlorid. 


1) Gulewitsch, Uber Cholin und einige Verbindungen desselben. 
Zeitechr. f. physiol. Chem. 24, 513, 1898, 
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Als Krystallform erscheinen schiefe Prismen von monoklinem 
und triklinem Charakter, aber auch rhombische Blattchen und 
Tafeln, Nadeln und Oklaéder von orangeroter Farbe beschrieben. 

So verlockend es also ware, unseren Kérper als Cholin- 
platinchlorid aufzufassen, so sprechen doch folgende Unterschiede 
fiir eine andere, dem Cholin allerdings sehr nahestehende Ver- 
bindung : 

1. Ist der Schmelzpunkt unseres Platinats betrichtlich 
héher als der héchste der sehr variablen von Gulewitsch fiir 
das Cholinplatinat angefiihrten: 254° gegen 240° bis 241°; 

2. ist das Verhaltnis von Chlor zu Platin im Cholinplatinat 
6:1, wahrend sich die beiden Elemente in unserer Substanz 
wie 5:1 verhalten; 

3. entsprechen im Cholin drei Methyle einem Stickstoff, 
im Vesalthamin vier Methyle einem Stickstoff. 

Da man im hiesigen Laboratorium daran ist, Rinderpan- 
kreas in groBem MaBstabe zu verarbeiten, so wird die Erganzung 
der Formel des Vesalthamins sowie die Identifizierung der 
ungesattigten Fettsiure in einer der folgenden Arbeiten er- 
scheinen. 
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Ober eine neue charakteristische Adrenalinreaktion. 
Von 
Sigmund Frinkel und Rudolf Allers, Miinchen. 
(Aus dem Laboratorium der L. Spiegler-Stiftung, Wien.) 
(Hingegangen am 3, April 1909.) 


Das Adrenalin reagiert als o-Dioxybenzolderivat mit Eisen- 
chlorid unter voriibergehender Griinfarbung, ferner reduziert 
es ammoniakalische Silberlésung und reagiert mit chromsauren 
Salzen. Die Eisenchloridreaktion ist eine zu allgemeine Reaktion 
der Orthodioxybenzolderivate, um fiir sich allein charakteristisch 
zu sein, iiberdies kann Adrenalin mit Bilirubin verwechselt 
werden, da letzteres durch Oxydation mit Eisenchlorid in Bili- 
verdin iibergeht und so die Griinfarbung des Adrenalins vor- 
getaéuscht werden kann. Noch viel weniger charakteristisch 
erscheinen die beiden anderen Reaktionen, welche sehr vielen 
Substanzen zukommen. 

Die Reaktion von G. Comessati') beruht auf der Ein- 
wirkung von 1 bis 2°/,,iger Sublimatlésung bei Zimmertemperatur 
auf die zu priifende Fliissigkeit. Es tritt bei Anwesenheit von 
Adrenalin nach 1 bis 3 Minuten eine diffuse Rotfirbung auf. Der 
Ansicht Comessatis zufolge beruht diese Farbung auf der 
Bildung von ,,Oxyadrenalin‘‘, da der Farbenton der Reaktion 
identisch ist mit dem, welchen Adrenalinlésungen beim Stehen 
an der Luft annehmen. Comessatti untersuchte verwandte 
Substanzen mittels Sublimat und fand, da8 Brenzkatechin mit 
Sublimat eine griinliche Farbe liefert, Salicylsiure und Resorcin 
andere rote Niiancen. Die Reaktion gestattet Adrenalin in 
einer Verdiinnung von 0,0025: 1000 noch nachzuweisen. Dem- 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1908, Nr. 37. 
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gegeniiber hat K. Boas’) beobachtet, daB selbst bei gréBeren 
Konzentrationen, als den von Comessati genannten die Re- 
aktion nicht zustande kam. Hingegen trat sie ein, wenn man 
die Probe zum Sieden erhitzte. 

Wenn man auch bei langerem Stehen eine geringe rosarote 
Farbung wahrnehmen kann, so miissen wir darin Boas zu- 
stimmen, daB dieselbe beim Kochen bedeutend intensiver wird. 
Aber nicht nur mit Sublimat, sondern auch mit Kupfersulfat, 
Platinchlorid, chlorsaurem Kalium, sowie Wasserstoffsuperoxyd 
gelingt nach unseren Untersuchungen diese Reaktion. 

In der von Comessati angegebenen maximalen Ver- 
diinnung (1: 400000) tritt in der Kialte iiberhaupt keine Fir- 
bung auf, nach langerem Kochen ein kaum merkliches Rosarot. 

Wir haben eine neue, sehr feine und charakteristische 
Reaktion gefunden, welche darauf beruht, da8 Jodsiure, resp. 
Kaliumbijodat und verd. Phosphorséiure beim Anwarmen mit 
Adrenalinlésungen in der Weise sich umsetzt, daB eine prachtvolle 
rosenrote Farbung, bei Verwendung auBerst verdiinnter Lésungen 
eine eosinrote Farbung eintritt. 

Diese Reaktion gibt in gleicher Weise keine von uns bis 
nun daraufhin untersuchte Substanz, welche mit dem Adrenalin 
verwechselt werden kénnte: 

Wir priiften die verwandten: 

Brenzkatechin gibt Gelbfarbung (Jod), 

Guajacol reagiert mit Jodsiure unter Bindung von Jod; 
es entsteht ein braunes, schweres Ol, 

Protokatechualdehyd ebenso schwache Gelbfarbung, 

Tyrosin zeigt keine Farbenreaktion, 

Oxyphenylathylamin ebenfalls keine. Die Piperonylbase 


o-oHs 


( \O 


CH(OH) . CH, .NH,, 


welche wir synthetisch dargestellt, zeigt die Reaktion 
ebenfalls nicht, . 
Oxyphenylathylaminmethy] ebenfalls keine. 


1) Centralbl. f. Physiol. 1909, Nr. 26. 
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Von nicht verwandten Substanzen wurden geprift: EiweiB, 
Pepton, Zucker, Harnstoff, Harnsaure, Oxalediure, Leucin, Kreatin. 
All diese Substanzen reagieren nicht mit Bijodat. In alkalischer 
Lésung reduziert Zucker jodsaure Salze.') In saurer Lésung 
aber tritt auch bei betrichtlichen Konzentrationen keine Re- 
duktion auf. 

Die Reaktion konnten wir noch deutlich mit einer */,o5- 
Adrenalinlésung erzielen, welche also 0,00365°/,ig ist resp. 
1: 300000 enthalt. Sie steht in ihrer Feinheit der sehr emp- 
findlichen, aber rasch verganglichen Eisenchloridgrinung nicht 
nach, ist aber ausschlieBlich fiir Adrenalin charakteristisch. 
In geringerer Verdiinnung, etwa bis 1:20000, tritt die 
Reaktion bei mehrstiindigem Stehen schon bei Zimmertem- 


peratur auf. 
Die rote Farbe der Reaktion schligt bei Versetzen der 


Probe mit Ammoniak in Rostbraun um. 

Die Farbe der von uns gefundenen Jodatprobe erscheint 
etwa zweimal so intensiv als die mit Sublimat, sie ist deut- 
lich blaustichig, waihrend das Rot der Comessatischen Reaktion 
mehr ins Braun spielt. Die Tatsache, daB die Comessati- 
sche Reaktion auch, wie wir gesehen, mit Wasserstofisuperoxyd 
gelingt, macht es wahrscheinlich, daB es sich hierbei in der 
Tat um eine Oxydation handelt, wahrend unsere Reaktion auf 
der Bindung von Jod am Adrenalinmolekiil beruht und daher 
Grundlage einer quantitativen Bestimmungsmethode werden 
kann. 

Die Umsetzungen zwischen Bijodat und Adrenalin scheinen 
namlich in bestimmten stéchiometrischen Verhiltnissen abzulaufen, 
woriiber Untersuchungen noch im Zuge sind, die versprechen, 
diese Reaktion fiir die quantitative Auswertung von Adrenalin- 
lésungen benutzen zu kénnen. 

Der Mechanismus dieser Reaktion beruht nicht etwa auf 
einer Reduktion der Jodsiure durch Adrenalin zu Jod (wie 
bei der bekannten Morphinreaktion), und ev. Reaktion des 
freien Jods mit Adrenalin, da in keinem Stadium der Reaktion 
freies Jod nachzuweisen ist, sondern es handelt sich wahrscheinlich 
um die Bildung einer Jodo- oder Jodosoverbindung des Adre- 
nalins, welcher die charakteristische Farbung zukommt. 


iia 1) v. Lippm ann, Chemie der Kohlenhydrate 1, 307. 
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Tatsaichlich wird ein Teil der verwendeten Jodsaure, wie wir 
experimentell festgestellt haben, verbraucht, und dieser ver- 
brauchte Anteil setzt im Gegensatz zur Jodsaure resp. zu der 
angesiuerten Bijodatlésung aus Jodkalium kein Jod mehr in 
Freiheit. 

Bei der Anstellung dieser Reaktion selbst verfahren wir 
in Anbetracht der sehr verdiinnten fiir die Untersuchung vor- 
liegenden Lésungen in der Weise, da8 wir die zu priifende 
Lésung mit dem gleichen Volumen einer "/,,..-Kaliumbijodat- 
lésung und einigen Tropfen verd. Phosphorséure versetzen und 
bis zum beginnenden Sieden erwirmen. Man betrachte die 
Reaktion im auffallenden Lichte gegen einen weifen Hinter- 
grund. EiweiBhaltige Lésungen miissen natiirlich vorher ent- 
eiweiBt, farbige entfarbt werden. 

Diese neve Reaktion ist eine sehr empfindliche, 
fiir Adrenalin charakteristische Probe. 
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Eine Methode zur quantitativen Bestimmung der 
Phosphorsaure im Harne und in Alkaliphosphatlésungen. 


Von 
Paul y. Liebermann. 
(Aus dem hygienischen Institut der Universitit Budapest.) 


(Eingegangen am 7. April 1909.) 


Im folgenden soll eine Methode beschrieben werden, in der 
das Prinzip der Volhardschen Halogenbestimmung auf die 
Phosphorséure angewendet wird, was meines Wissens bisher 
nicht versucht worden ist. Es wird also der Phosphorsiurerest 
mit einer bekannten, iiberschiissigen Menge von Silber gefallt 
und im Filtrate das nicht gefallte Silber mit Alkalithiocyanat 
zuriicktitriert. Um dies im Harn ausfiihren zu kénnen, mu8 
das PO, von den andern silberfillenden Harnbestandteilen erst 
getrennt werden, was durch Fallen mit Magnesiamischung und 
Auswaschen des Niederschlages geschieht. 


Ausfihrung. 
(Erlauternde Bemerkungen zu dieser Vorschrift finden sich auf S. 47 bis 51.) 


1. Die zu analysierende Menge des filtrierten Harnes 
(20 cem)*) wird in ein 200 ccm fassendes Becherglas abgemessen, 
mit etwa einem Zehntel des Volumens einer ca. 10°/, igen 
(NH,),CO,-Lésung*) und hierauf mit iiberschiissiger Magnesia- 
mischung versetzt (7 bis 8 ccm geniigen in jedem Falle). Man 
fiigt ein Drittel des Volumens Ammoniak vom spez. Gew. 0,96 
hinzu und J48t 12 Stunden (oder auch linger) stehen.*) 


1) Siehe Bemerkung 1, S. 47. 
2) Siehe Bemerkung 2, S. 47. 
3) Siehe Bemerkung 3, S. 49. 
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2. Man gieBt die iiberstehende Fliissigkeit durch ein Filter 
und wiascht den Niederschlag mit ammoniakhaltigem Wasser 
(2/,°/, NH,), dem auf 200 ccm etwa 5 ccm der Ammoncarbonat- 
lésung zugefiigt werden, bis zum Verschwinden der Chloridreaktion 
aus, erst durch Dekantation (etwa 4mal), dann auf dem Filter. 
Es ist nicht nétig, den Niederschlag quantitativ aufs Filter zu 
bringen, da die spiter folgende Lésung des Niederschlages im 
selben Becherglase geschieht, nur miissen selbstverstandlich mit 
jeder einzelnen Portion der Waschfliissigkeit erst die Wiainde des 
Becherglases abgespiilt werden. Um mdglichst rasch filtrieren zu 
kénnen, empfehlen sich die bekannten Trichter mit langem Ab- 
fluBrohr und einer Erweiterung am obern Ende des Rohres 
(D. R. G. M. 205 487, 0. M. 74086). 

3. Der Niederschlag wird auf dem Filter in 50 ccm einer 
2,5- bis 2,6-normalen, selbstverstandlich chloridfreien Salpeter- 
siure aufgelést. Man bringt den Niederschlag mit einigen 
Kubikzentimetern Séure in Lésung und verwendet den Rest 
zum Nachspiilen. Die Lésung wird im selben Becherglase auf- 
gefangen, in dem man gefallt hatte.’) 

4. Zu dieser Lésung fiigt man aus einer Pipette genau 
5 ccm einer einfach normalen Silbernitratlésung.”) Man iiber- 
zeugt sich bei dieser Gelegenheit, ob der Niederschlag gut aus- 
gewaschen war. Eine geringe Opalescenz gehért jedoch auch 
bei sorgfaltigstem Auswaschen zur Regel. 

5. Die Lésung wird mit Ammoniak vom spez. Gew. 0,96 
(10°/, NH,) bis zur gleichmaBig amphoteren Reaktion neutra- 
lisiert, d. h. bis die Lésung beim Tiipfeln auf empfindliches 
Lackmuspapier (ich habe Mercksches verwendet) ebenso stark 
alkalisch als sauer zu reagieren scheint. Man setzt den gréBten 
Teil des Ammoniaks (ca. 20 ccm) auf einmal zu und fahrt dann 
mit kleinen Dosen fort, bis etwas vom gelben Niederschlag 
nach dem Umriihren eben bestehen bleibt, was bei noch stark 
saurer Reaktion der Fall ist. Bis dahin ist es also unndtig, 
die Reaktion zu kontrollieren (siehe jedoch Bemerkung 6! S. 50). 
Man fahrt nun je nach der Reaktion mit Zusitzen von einem 
oder mehreren Tropfen fort, bis die alkalische Reaktion ebenso 
stark wie die saure zu sein scheint. Ist man im Zweifel, ob 


1) Sollte Gasentwicklung zu sehen sein, so warte man sie ab. 
*) Siehe Bemerkung 5, S. 49. 
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die alkalische Reaktion der sauren schon gleich ist, so setzt 
man stets noch einen bis einige Tropfen Ammoniak zu und 
kontrolliert wieder; im Zweifelsfalle fahrt man wieder mit dem 
Ammoniakzusatz fort usw. Auf diese Weise wird man kaum 
jemals die Grenze iiberschreiten; sollte dies dennoch der Fall 
sein, so gehe man mit einigen Tropfen Salpetersdure zuriick. 
Ein starkes Uberschreiten der Grenze ist unstatthaft; man er- 
halt dann auch nach genauem Wiederneutralisieren zu kleine 
Werte. Uber die Art des Neutralisierens bei sehr kleinen Phos- 
phatmengen siehe Bemerkung 6 (S. 50). 

6. Man iibertrigt das Ganze in ein 200 ccm fassendes MeB- 
kélbchen,') indem man mit destilliertem Wasser quantitativ 
nachspilt; man nehme auch so viel als méglich vom Nieder- 
schlag mit. Man fiillt zur Marke auf, mischt gut durch und 
filtriert durch ein schwedisches Filter, wobei man _ trachtet, 
méglichst viel Niederschlag aufs Filter zu bringen, weil man 
so schneller ein klares Filtrat bekommt; eventuell hat man 
nochmals aufzugieBen, wenn das Filtrat nicht ganz klar war. 

7. Dem klaren Filtrat entnimmt man mit der Pipette 
100 ccm, sduert mit Salpetersiure an (etwa 5 ccm 2'/,n Saure), 
fiigt ca. 2 com Ferriammoniumsulfatlésung*) zu und titriert mit 
2/,o°KSCN bis zur eben deutlichen Rosafarbung. (Der Titer 
der bekanntlich veranderlichen Rhodanlésung mu8 jedesmal 
bestimmt werden, indem man 20 ccm "/,,-AgNO, titriert.) Hat 
man a Kubikzentimeter Rhodanlésung verbraucht, so ist 


eee = PO, in Milligramm-Aquivalenten; 

2,367 (50 — 2a) = P,O, in Milligrammen; 
in diesem Wert wird man die zweite Dezimale in der Regel 
als Korrektur nehmen; die Schwankung der ersten betraigt dann 
fast nie iiber 2 Einheiten (meist weniger). Die Formel gibt 
genaue Werte, wenn die analysierte Harnmenge 10 bis 
80 mg P,O, enthalt. Bei einem Gehalt von 90 mg ist 
der gefundene Wert um ein halbes Milligramm zu ver- 
gréBern, bei noch gréBern Mengen wird auch die 


1) Bei diesem Inhalt des Kélbchens kommt das Volum des Nieder- 
schlages fiir die Rechnung nicht in Betracht. 

2) Die zur Volhardschen Titrierung gebrauchliche, kalt gesattigte 
und mit HNO, angesiuerte Lésung. 
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Korrektur gréBer. Genaueres hieriiber siehe in Be- 
merkung 1, diese S. Den Rechnungen liegen die auf O = 16,00 
bezogenen Atomgewichte zugrunde. 

Eine Bestimmung nimmt etwa 1'/, bis 2 Stunden in An- 
spruch. 

Bemerkungen. 

1. Ich habe nach dieser Methode richtige Werte erhalten, 
wenn der P,O,-Gehalt der analysierten Harnmenge 10 bis 90 mg 
betrug. Am besten ist es jedoch, eine Menge zu wiahlen, die 
nicht unter 3 und nicht iiber 8 cg P,O, enthalt. Bei kleinen 
Mengen verliert die Bestimmung an Bequemlichkeit und natiir- 
lich auch an relativer Genauigkeit (sieche Bemerkung 6), bei 
groBen ist der Wert, den die Formel ergibt, um eine kleine 
GroBe zu korrigieren, und zwar hangt die Korrektur von der ge- 
fundenen Phosphorséuremenge ab; fiir 90 mg ist der gefundene 
Wert um 0,5 mg zu vergréBern, d. h. wenn die Formel 89,5 
ergibt, so ist dies auf 90,0 zu korrigieren. Fiir noch gréBere 
Werte betrigt die Korrektur etwas mehr, statt 91,6 fand 
ich z. B. 90,8, statt 107,3 bloB 102,6. Man miiBte also, um 
bei solchen Mengen noch genaue Werte zu bekommen, durch 
Versuche eine Korrektionstabelle zusammenstellen. Dies lohnt 
jedoch nicht der Miihe, da man nach einigen Bestimmungen 
schon aus dem Aussehen des mit Magnesiamischung erhaltenen 
Niederschlages den Phosphatgehalt ungefahr schitzen kann. 
Bei Harn von normalem Phosphatgehalt ist auch dies nicht 
notig, da 20 ccm eines solchen etwa 3 bis 5 cg P,O, enthalten, 
also zur Bestimmung gut geeignete Mengen. Von verdiinnterem 
Harn nimmt man also entsprechend mehr, von konzentrierterem 
weniger. Sollte die gewiinschte Menge P,O, nur in einem un- 
bequem grofSen Volum Harn enthalten sein, so nimmt man am 
besten ein kleineres und setzt die erforderliche Menge einer 
Phosphatlésung von bekanntem Gehalt zu. Eine rasche Be- 
stimmung des Phosphatgehaltes reiner Na, HPO,-Losungen findet 
sich auf §. 51. 

2. Ob es unbedingt nétig ist, dem Harne und der Wasch- 
fliissigkeit Carbonat zuzusetzen, ist mir aus den Versuchen nicht 
ganz klar geworden. Diese Vorschrift griindet sich namlich 
auf folgende Versuche, die mit reinen Lésungen von Na,HPO, 
angestellt worden sind: 
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20 ccm einer Lésung (C), die laut Gewichtsanalyse 40,0 mg 
P,O, enthielten, wurden nach der oben beschriebenen Methode 
analysiert, jedoch ohne Carbonatzusatz. Neun Parallelbestim- 
mungen ergaben folgende Werte: 

39,3 39,5 
39,4 39,5 
39,4 39,5 
39,4 39,6 
39,4 

Es wurden nun der Lésung vor dem Fallen mit Magnesia- 
mischung 2 ccm (NH,),CO,-Lésung zugesetzt. Der Wasch- 
fliissigkeit wurde kein Carbonat zugefiigt. Es ergab sich der 
Wert: 

39,8 

Die Bestimmung wurde zweimal wiederholt, es wurde aber 
auch die Waschfliissigkeit mit Carbonat versehen. So erhielt 
ich den genauen Wert 


40,0(0) 
40,0(0) 
20 com einer andern Lésung (A) enthielten 43,5 mg P,O, 


(gravimetrisch bestimmt). Die Silbermethode ergab ohne jeden 
Carbonatzusatz ebenfalls 43,5. Zu dieser Bestimmung wurde 
eine andere Magnesiamischung verwendet als zu den Analysen 
der Lisung C, sowie auch anderes Ammoniak. Diese Reagenzien 
diirften also Carbonat enthalten haben. 

Um diese Annahme zu priifen, leitete ich in frisch bereitete 
Mg-Mischung reichlich CO, ein und analysierte 20ccm der Lésung C 
mit diesem Reagens. 

Es ergaben sich 

39,9(5) mg 
(Der Waschfliissigkeit war kein Carbonat zugesetzt worden.) 

Es schien also, da8 es am einfachsten wire, statt des 
Carbonatzusatzes CO, in die Magnesiamischung einzuleiten. Dies 
geht aber doch nicht gut an, denn diese Mischung, die beim 
Einleiten des Gases ganz klar geblieben war, zeigte nach einigen 
Stunden eine starke Fallung. 

Mit Harn habe ich keine besondern Versuche iiber den 
Einflu8 des Carbonats gemacht. Die unter den Beleganalysen mit- 
geteilten Bestimmungen mit Harn A (S. 53) und B (S. 55) wurden 
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ohne, die iibrigen mit Carbonatzusatz ausgefiihrt, da ich bei den 
ersteren von einem EinfluB des Carbonatgehaltes noch nichts 
wuBte. Ich kann also nichts Bestimmtes hieriiber aussagen; 
sicherer scheint es, stets Ammoniumcarbonat zuzusetzen. 

3. Fiir die gewichtsanalytische Bestimmung der Phosphor- 
séure als Magnesiumpyrophosphat lautet die Vorschrift dahin, 
daB der mit Mg-Mischung erhaltene Niederschlag 4 Stunden 
absitzen soll (vgl. z. B. Treadwells Lehrbuch, 2. Aufl., 8. 299); 
in Lehrbiichern der Harnanalyse findet man 12 Stunden vor- 
geschrieben. Ich habe mich also an die letztere Vorschrift ge- 
halten, doch schien mir das Stehenlassen keinen groBen Ein- 
flu8 zu haben, wenigstens bei nicht zu verdiinntem Harne. Ich 
erhielt z. B. folgende Werte: 


20 ccm Harn ergaben: 
nach 15 Minuten langem Absitzenlassen: 35,8 mg P,0O,, 


: 36,0] Parallel- 
nach iiber 12 Std. ” ” ry ea 


Das lange Stehen ergab also bloB 0,7°/, des Wertes mehr, 
was fiir rasche Bestimmungen, wo es nicht auf den héchsten 
Grad von Genauigkeit ankommt, jedenfalls zu beachten ist. 


4. Die in der Vorschrift angegebene Menge und Kon- 
zentration der Salpetersiure mu genau eingehalten werden. 
Das beim Neutralisieren entstehende Ammonnitrat halt naimlich 
einen Teil des Silberphosphates in Lésung. Es scheint also, 
als ob in Gegenwart von NH,NO, die Werte zu klein ausfallen 
miiBten. Dies ist jedoch nicht der Fall, vielmehr werden die 
Werte erst dann zu klein, wenn mehr NH,NO, zugegen ist, 
als sich aus der vorgeschriebenen Menge HNO, bildet, waihrend 
sie bei zu wenig NH,NO, zu groB ausfallen. Offenbar adsorbiert 
das Silberphosphat etwas Silbernitrat, und dieser Fehler wird durch 
die lésende Wirkung des Ammoniumnitrats kompensiert.') 

5. Man verwende stets den angegebenen Uberschu8 von 
Silbernitrat, und zwar in Form der Normallésung. Fiir eine 
richtige Fallung scheint es namlich auf die Massenwirkung des 
Silbers anzukommen. Hierfiir spricht, daB bei groBen Phosphat- 


1) DaB beim Fallen von Ag,PO, aus Natriumphosphatlésungen etwas 
AgNO, mitgerissen wird, hat Graham nachgewiesen (S. Dammers 
Handb. der anorg. Chem. 1894, II. Band, 2. Teil, S. 813). 

Biochemische Zeitschrift Band 18. 4 
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mengen die Werte zu klein werden (siehe Bemerkung 1); ferner 
auch der folgende Versuch: 

20 com eines Harnes ergaben bei vorschriftsmaBig ausge- 
fiihrter Analyse (5 com */, AgNO,) 

42,9 mg P,O,. 
Dieselbe Harnmenge bei Verwendung von 10 ccm Silber- 
losung 
43,9 mg (27/,°/, zu viel), 
50 ccm Harn, 5 ccm Silberlésung, P,O, auf 20 com umgerechnet: 
41,0 mg (5°/, zu wenig), 
50 ccm Harn, 10 ccm Silberlésung 
43,0 mg (richtig). 

Stets den groBen Uberschu8 von Silber anzuwenden, geht 
also darum nicht an, weil dann anscheinend die Werte fiir 
kleinere Phosphatmengen zu groB werden. Es muB also die 
in Bemerkung 1 angegebene obere Grenze des P,O,-Gehaltes 
festgesetzt werden. 

6. In Punkt 5 der Vorschrift fiir die Ausfiihrung der Ana- 
lyse ist bemerkt worden, da8 beim Neutralisieren der salpeter- 
sauren Lésung des MgNH,PO, erst dann mit der Kontrolle 
der Reaktion begonnen werden mu8, wenn schon etwas 
vom gelben Niederschlag bestehen bleibt. Bei sehr kleinem 
Phosphatgehalt der Lésung (unter 3 cg P,O,) trifft dies nicht 
mehr zu. War also mit Magnesiamischung nur wenig Nieder- 
schlag erhalten worden und bilden sich nun beim Neutralisieren 
keine deutlichen Wolken von gelbem Niederschlag, so ist Vor- 
sicht geboten. Man mu8 dann mit der Kontrolle der Reaktion 
beginnen, bevor noch irgend etwas vom Niederschlag zu sehen 
ist. Hat man den amphoteren Punkt schon fast erreicht, so 
scheidet sich langsam (nicht momentan, wie bei gréBeren 
Mengen) etwas Niederschlag aus. Man priift nun wieder mit 
Lackmus und setzt, wenn nétig, tropfenweise weiter Ammoniak 
zu, bis die gewiinschte Reaktion erreicht ist. Der gleichmaBig 
amphotere Punkt soll stets durch ein Fortschreiten von sauer 
zu alkalisch erreicht werden, und zwar schlieBlich durch einen 
kleinen Zusatz von Ammoniak. Sollte man durch plétzlichen 
Zusatz einer gréBeren Menge von NH,OH einen amphoteren 
Punkt erreicht haben, wo die saure Reaktion nicht deutlich 
iiberwiegt, so setze man so viel HNO, zu, daB die Fiiissigkeit 
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etwas starker sauer als alkalisch erscheine, und fahre nun tropfen- 
weise mit Ammoniak fort, bis die beiden Reaktionen gleich 
scheinen. 

Bei genauem Arbeiten braucht der Fehler auch bei so 
kleinen Mengen 0,2 mg nicht zu iiberschreiten (siehe Beleg- 
analysen), doch verlieren die Bestimmungen an Sicherheit. 


Abgekiirzte Methode zur Bestimmung der Phosphorsiure in 
reinen Alkaliphosphat-Lésungen. 


Hier kann die Fallung mit Magnesiamischung wegbleiben, 
man kommt daher viel rascher zum Ziele, indem man die ab- 
gemessene Menge der Phosphatlésung mit 127/, ccm einer chlorid- 
freien Salpetersiure vom spez. Gew. 1,310 (zehnfach normal) 
versetzt und mit destilliertem Wasser auf ca. 50 ccm verdiinnt. 
Nun fiigt man die Silberlésung zu, wie in Punkt 4 der Vor- 
schrift fiir Harn angegeben und verfahrt auch weiter genau auf 
dieselbe Art. 

Uber die Phosphorsiuremenge, die zur Bestimmung zu 
wahlen ist, gilt das in Bemerkung 1 gesagte. Die angegebene 
Menge und Konzentration der Salpetersiure ist genau einzu- 
halten, was oben in Bemerkung 4 schon begriindet wurde. 

Die Resultate fallen ebenso genau aus wie nach voraus- 
gegangener Fallung mit Mg-Mischung.') Samtliche Versuche 
habe ich mit Lésungen umkrystallisierter Krystalle von Na,HPO, 
ausgefiihrt; sie enthielten weder K noch Cl oder SQ,. 


Analytische Belege. 


Zunachst sollen die mit reinen Lésungen ausgefiihrten 
Analysen mitgeteilt werden, und zwar zuerst die nach der eben 
beschriebenen abgekiirzten Methode. 

Zur Kontrolle der Ergebnisse mit reinen Lésungen von 
Na, HPO, standen mir besonders zwei ganz zuverlissige gewichts- 
analytische Methoden zur Verfiigung. Die eine bestand darin, 
daB ich einige Kubikzentimeter Lésung zur Trockne eindampfte, 
ausgliihte und das Natriumpyrophosphat wog. Die andere war 
die iibliche Bestimmung als Magnesiumpyrophosphat. 

1) Fiir hohe Werte sind die in Bemerkung 1 erwaihnten Korrekturen 


anzubringen. 
4* 
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Lésung A. 

10 ccm Lésung gaben 0,0816g Na,P,0,, entsprechend 
43,5 mg P,O,. Die Bestimmung als Mg,P,0, ergab 43,4. Die 
Silbermethode gab fiir 10ccm 43,5, fiir 15 com 65,2, also stets 
100,0°/, des gravimetrischen Wertes. 


Lésung B. 
5ccm Lésung gaben 0,0580 g Na,P,O,, entsprechend 61,9 mg 
P,O, in 10 ccm Lésung. 10ccm gaben nach der Ag-Methode 
61,7 oder 99,7°/, des gravimetrischen Wertes. (Die Gewichts- 
analyse wurde einen Monat spiter als die volumetrische aus- 
gefiihrt, die Lésung konnte sich also etwas konzentriert haben.) 


Lésung C. 

20ccm lieferten 0,0627 g Mg,P,O0,, entsprechend 40,0 mg 
PO, 

Von dieser Lésung wurden nun verschiedene Mengen mit 
der Ag-Methode analysiert, um die obere und untere Grenze 
der richtig bestimmbaren Phosphorséuremenge zu finden und 
sich zu iiberzeugen, daB sich alle zwischenliegenden Werte 


richtig ergeben. 
Tabelle I. 





"toe | 
suchtes Gefunden nach meiner Prozente des gravimetrischen 
Volum Methode mg P.O; j Wertes 


ccm 








| 

9,9 99,0 
20,2 101,0 
30,0 100,0 
40,0 100,0 
40,0 100,0 
50,1 | 100,2 
59,8 99,7 


80,0 100,0 


— : 89,5 | 99,42) 
50 98,3 | 98,3 


1) Die in Bemerkung 1 besprochenen Korrekturen fiir hohe Werte 
sind hier nicht ausgefiihrt. 
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Sieht man von den Analysen mit 5, 10, 45 und 50 ccm 
ab, tiber die das in Bemerkung 1. 8S. 47 gesagte gilt, so er- 
geben sich als gréBter absoluter Fehler 0,2 mg, als gréBter re- 
lativer 0,3°/,. 

Es folgen die Analysen derselben Lésungen, die mit der 
Ag-Methode nach vorheriger Fiallung als MgNH,PO, aus- 
gefiihrt wurden. 

10 ccm der Lésung A ergaben 43,5 mg P,O,. 

20 ccm der Lésung C ergaben in zwei vollkommen iiberein- 
stimmenden Parallelbestimmungen 40,0 mg. Als Beispiel fiir 
die Genauigkeit, mit der die Biirette abzulesen und die Rech- 
nung anszufiihren ist: Verbrauchte com KSCN = 15,83. Titer- 
stellung: 20 ccm einer ®/,,-AgNO,-Lésung, von der 10 com 0,1434 g 
AgCl liefern, verbrauchen 19,13 com KSCN. 


Bestimmungen im Harn. 


Harn A. Normaler Menschenharn. Versuch 1. 10 com 
Harn wurden mit Mg-Mischung gefallt, das Filtrat mit weiterer 
Mg-Mischung versetzt, wobei keine Triibung entstand. Das so 
behandelte, also phosphatfreie Filtrat wurde nun zu 10 ccm der 
Lésung A gegossen und der Phosphorsiuregehalt der Mischung 
nach der Silbermethode, wie sie eingangs fiir Harn beschrieben 
worden ist, bestimmt. Dieser Versuch muBte also zeigen, ob 
die Harnbestandteile bei der Bestimmung eine Stérung machen. 
Ich erhielt P,O, in mg: 

43,6 (43,58). 

Lésung A enthielt (S. 52): 

43,5 (43,52). 

Es wurden also 100,1°/, des theoretischen Wertes gefunden. 

Versuch 2. Gegen den Versuch 1 laBt sich einwenden, 
daB etwaige stérende Harnbestandteile bei der Entfernung der 
Phosphorséure mit Mg-Mischung mit entfernt werden konnten; 
daB das Filtrat keine solchen mehr enthielt, wiirde also nichts 
beweisen. Ich bestimmte also den Phosphorsaduregehalt des 
Harnes nach der Ag-Methode und setzte nun einer genau ab- 
gemessenen Harnmenge die Phosphatlésung zu und bestimmte 
den Gehalt der Mischung, um zu sehen, ob die Methode das 
Plus richtig ergibt. 
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20 com Harn ergaben 42,9 mg P,O,. 10ccm wurden mit 
5ccem der Lésung A vermischt. Die Silbermethode ergab im 
Gemisch 43,2, also 100,0°/, des theoretischen Wertes. 

Versuch 3. Der vorstehende Versuch beweist, daB die 
Harnbestandteile keine stérende Wirkung hatten, doch laBt er 
die Méglichkeit offen, da8 dem fiir Harn gefundenen Wert (42,9) 
ein konstanter Fehler anhafte, der also fiir 10 ccm halb so 
groB wire als fiir 20. 

Zur Entscheidung dieser Frage muBte der Wert, den die 
Ag-Methode ergeben hatte, mit einer andern, zuverlissigen 
Methode kontrolliert werden. Es ist klar, daB nur Methoden 
ohne Veraschung in Betracht kommen konnten. Es wurde die 
Molybdat-Magnesia-Methode von W oy gewahlt (Tread wells Lehr- 
buch, 2. Aufl., 8. 300), die im wesentlichen bekanntlich in einer dop- 
pelten Fallung mit Ammoniummolybdat und darauf folgender 
doppelter Fallung mit Magnesiamischung besteht; nach der 
vierten Fiallung folgt Trocknen, Gliihen und Wéagen des 
Mg,P,0,. Da jedoch bei der Fallung mit Molybdat keine 
organischen Substanzen und nur wenig Chloride zugegen sein 
diirfen, so fiallte ich aus dem Harne mit Mg-Mischung, wusch 
chloridfrei, léste auf dem Filter in Salpetersiure und nahm in 
der Lésung die erste Fillung mit Molybdat vor. Die Analysen 
zeigten, daB die Spuren organischer Substanz, die in der sal- 
petersauren Lésung des MgNH,PO, jedenfalls noch enthalten 
waren, keine stérende Wirkung hatten. (Bei eiweiShaltigem 
Harne waren solche Stérungen zu bemerken.) — Die zur 
Kontrolle dienende gewichtsanalytische Methode bestand somit 
der Hauptsache nach aus fiinf Fallungen und soll im folgenden 
der Kiirze halber als Mo-Methode bezeichnet werden. 

Wie schon erwahnt, ergab die Silbermethode fiir 20cm* 
des Harnes A 42,9 mg P,O, (zwei vollkommen ibereinstimmende 
Pararallelbestimmungen). Zwei Parallelbestimmungen mit der 
Mo-Methode, ebenfalls mit je 20 ccm Harn ausgefiihrt, gaben 

42,2 
42.3, 
also um 0,6 bis 0,7 mg weniger. 

Es fragte sich nun, ob die Ag-Methode zu viel oder die 
Gewichtsanalyse zu wenig ergeben hatte. Um dies zu ent- 
scheiden, analysierte ich 10 com der Lésung A, enthaltend fast 
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dieselbe Phosphorséuremenge wie 20 ccm des Harnes A, mit der 
Mo-Methode. Es wurden gewogen 0,0671g Mg,P,0,, ent- 
sprechend 42,8 mg P,O,. Da die ganz sicheren gewichts- 
analytischen Methoden (S. 52) 43,4 resp. 43,5 ergeben hatten, 
so bekam ich offenbar bei diesem Phosphatgehalte mit der Mo- 
Methode stets um 0,6 bis 0,7 mg zu wenig.*) Die im Harn mit 
dieser Methode erhaltenen Werte sind also um diese GréBe zu 
korrigieren und stimmen dann vollkommen mit dem Silber- 
werte iiberein. 
Harn B (normaler Menschenharn). Zwei Parallelbestim- 
mungen nach der Ag-Methode mit je 10 cm® ergaben 
43,0 
43,1 


Zwei Parallelbestimmungen nach der Mo-Methode mit 10 
und 20 cm® ergaben 


mg P,0O,. 


42,3 
84,6" 

Der Wert 42,3 ist, wie oben ausgefiihrt, um -}-0,6 oder 
+-0,7 mg zu korrigieren, was eine genaue Ubereinstimmung mit 
dem Silberwerte ergibt. 

Harn C (normaler Menschenharn). 20ccm gaben nach 
der Ag-Methode 30,5 (4). Auf 25ccm umgerechnet gibt dies 
38,2. 25 ccm gaben nach der Mo-Methode 37,7. Nun wurde 
die Lésung C zur Kontrolle herangezogen, enthaltend in 20 ccm 
fast dieselbe Menge P,O,, wie der HarnC in 25ccm. 20 ccm 
dieser Lésung ergaben nach der Mo-Methode 0,0619 g Mg,P,0,, 
entsprechend 39,5 mg P,O,. Da der richtige Wert 40,0 be- 
trigt (S. 52), so ist der fiir Harn gefundene um 0,5 mg zu 
korrigieren und stimmt dann vollkommen mit dem Silberwerte. 

Harn D (nephritischer Menschenharn, EiweiSgehalt nach 
Esbach 11'/,°/,,). 20 cem gaben nach der Ag-Methode 40,0 mg 
P,O,. Die Mo-Methode hatte somit 39,5 geben miissen; anstatt 
dessen erhielt ich 40,4. Die Fallungen waren jedoch augen- 


1) Fiir Nachpriifungen dieser Ergebnisse sei bemerkt, da8 ich bei 
der ersten Fillung mit Molybdat 15 ccm der vorgeschriebenen 25°/, igen 
Salpetersiure verwendet habe, d. h. ich léste den ausgewaschenen Nieder- 
schlag von MgNH,PO, in dieser Menge; ferner nahm ich 25 com der 
NH,NO,-Lésung und 60 ccm des Molybdates. 
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scheinlich gestért durch die Gegenwart des EiweiBes, das durch 
die erste Fallung mit Mg nicht vollkommen entfernt werden 
konnte (die salpetersaure Lésung des Niederschlages opalescierte 
stark). Die bei der vierten und bei der letzten Fallung erhaltenen 
Niederschlige von MgNH,PO, waren stark gelblich gefirbt, 
also verunreinigt, was die gefundene Abweichung von 0,9 mg 
geniigend erklart. Um aber sicherer zu gehen, léste ich den ge- 
gliihten Niederschlag durch mehrstiindiges Erwirmen mit Salz- 
séure als Orthophosphat auf und fallte nochmals durch Zusatz 
von einem Tropfen Mg-Mischung und viel Ammoniak. Der 
wie iiblich weiter behandelte Niederschlag lieferte 0,0613 g 
Mg,P,0,, entsprechend 39,1 mg P,O,, also um 0,4 mg zu wenig. 
Da aber die Fallungen bei der stérenden Wirkung des EiweiBes 
leicht mangelhaft sein konnten, so kann auch diese Bestim- 
mung als Beweis fiir die Richtigkeit der Silberwerte gelten. 
Es scheint also wahrscheinlich, daB die Ag-Methode auch bei 
Gegenwart von Eiwei8 richtige Werte gibt (vgl. die mit ver- 
schiedenen Mengen des Harnes C ausgefiihrten Analysen, Tab. 11, 
S. 57.) 


Ermittelung der Grenzen der richtig bestimmbaren 
P,O,-Mengen im Harn. 


Es war zu erwarten, daB sich hier dieselben Werte ergeben 
werden, die fiir die abgekiirzte Methode aus der Tabelle I 
hervorgehen, doch muBte dies durch Versuche nachgewiesen 
werden. Die diesbeziiglichen Analysen mit sehr groBen und 
sehr kleinen Mengen sind in der Tabelle II angefiihrt, wobei 
auch die fiir die zwischenliegenden Werte gefundenen, bereits 
mitgeteilten Zahlen zusammengestellt worden sind. Kolonne 3 
enthalt die Werte in Prozenten der korrigierten gravimetrischen 
Werte. 

Fiir die Analysen des EiweiSharnes D sind diese Prozente 
nicht angegeben, da sich hier die gravimetrischen Werte nicht 
so genau bestimmen lieBen. Diese letzteren Zahlen sind also 
untereinander zu vergleichen; sie sind richtige Multipla 
voneinander. 
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Tabelle II. 





Untersuchtes Material 


5 ccm Harn D 


5 com Harn A 


20 com HarnC. 
20 ccm Ham D. 
20 ccm HamA. 
20 ccm Harn A. 


10 ccm HarnB . 


= ie 


10ccm Harn A —+- 5 com 


Lésung A . 


Ca. 10 ccm phosphatfre 
Filtrat von Harn A 
+10 com Lésung A . 


30 ccm Harn D 


55 ccm HamnC. 
60 com HamC. 
60 com Harn C . 


50 ceom Harn A 


Es ergeben sich somit die in Bemerkung 1, S. 47, be- 
sprochenen Verhiltnisse. Die dort angegebenen Korrekturen 
sind, um das dort gesagte zu illustrieren, in der Tabelle nicht 
ausgefiihrt worden; daher die mangelhafte Genauigkeit der 
héhern Werte. 


ies 


| 
| 
. a 83,8 


Gefunden nach meiner 
Methode mg P.O, 


9,8 
10,5 
10,8 

30,5(4) 

40,0 

42,9 

| 42,9 
| 43,0 


43,2 


43,6 (43,58) 


60,2 


90,8 
90,8 
102,6 


Mittel: 10,6(5) 


Mittel: 43,0(5) 


| 


Prozente der 
korrigierten 
gravimetrischen 
Werte 


99,9 
99,1 
99,1 
95,6 








Ober das Ausfrieren von Gelen. 
Von 
H. W. Fischer und 0. Bobertag. 
(Eingegangen am 30. Marz 1909.) 
Mit 9 Figuren im Text: 


Vor kurzem') haben wir gemeinsam mit K. Feist einige 
Versuche beschrieben, die die Wirkung von Abkihlung ver- 
schiedenen Betrages unter den Gefrierpunkt des Lésungsmittels 
auf Sole zum Gegenstand hatten. Von jeder theoretischen 
Erklarung der beobachteten Erscheinungen haben wir uns 
damals fern gehalten, dagegen hat Lottermoser®*) sie in An- 
lehnung an die jedem Kolloidforscher bekannten Vorstellungen 
der Capillarititstheorie der Gele zu geben versucht. Man be- 
trachtet dabei das Gel als einen mikroskopischen oder ultra- 
mikroskopischen Schaum, etwa dem Seifenschaum vergleichbar, 
wobei die Luft die adsorbierte Fliissigkeit reprasentiert. Lotter- 
mosers Erklarung ist nun die, daB beim Gefrieren die feinsten 
Hohlriume auseinander gesprengt werden durch die beim Fest- 
werden eintretende VolumenvergréBerung. Auch wir sind ur- 
spriinglich von sehr ahnlichen Vorstellungen ausgegangen, nur 
in einem Punkte unterschied sich unsere Ansicht von der des 
ausgezeichneten Forschers, nimlich Lottermoser betont aus- 
driicklich, ,,daB die GréBe der Temperaturerniedrigung nicht 
von ausschlaggebender Bedeutung ist fiir das Ausfallen der 
Kolloide aus ihren Hydrosolen‘‘. Aber aus seiner Pramisse 
folgt eigentlich das Gegenteil: Bekanntlich wird naimlich der 
Gefrierpunkt von Wasser nicht unerheblich durch Druck er- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 3675, 1908. 
*) Ber, d. Deutsch. chem. Ges. 14, 3976, 1908. 
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niedrigt (0,007° pro Atmosphire, wobei zugleich die Schmelz- 
warme um 0,5 Calorien pro Grad abnimmt). Der ungeheure 
Druck, der beim Zersprengen dieser kleinsten Blaischen auftreten 
miBte, wiirde also den Gefrierpunkt des darin enthaltenen 
Wassers um viele Grade herabsetzen miissen. Dieser Druck 
miuBte freilich nach der Capillaritatstheorie nicht erst beim 
Gefrieren eintreten, sondern von vornherein vorhanden sein — 
der Gasdruck im Innern einer Seifenblase ist um so gréBer, je 
kleiner ihr Radius ist — (siehe Héber, Physikalische Chemie 
der Zelle und der Gewebe, S. 60), so da8 sich fiir Kolloid- 
partikelchen, die an der Grenze des Auflésungsvermégens der 
Ultramikroskope stehen, immerhin recht erhebliche Erniedrigungen 
des Gefrierpunktes ergeben miissen. Eine genauere Berechnung 
ist undurchfiihrbar, weil die Oberflichenspannung des Kolloids 
gegen die Lésung unbekannt ist. Wir kénnen also annehmen, 
daB von dem Kolloid eine Kraft auf die Filiissigkeit ausgeht, 
durch die diese unter starken Druck gesetzt und komprimiert wird. 
DaB solche komprimierenden Attraktionskrafte an Trennungs- 
flachen zweier Medien auftreten, ist eine Annahme, die gern zur 
Erklarung von anormalen Erscheinungen herangezogen wird 
und fiir die auch ganz zweifellos manches spricht. Auch die 
Adsorptionsgleichung kann man auf eine solche Attraktionskraft 
deuten, die mit wachsender Entfernung von der Oberfliche 
schnell geringer wird. Dann miiBten die vom Kolloide ent- 
fernten, also unter geringem Drucke stehenden Mengen Wassers 
bei einer nur wenig von dem Schmelzpunkte des reinen Wassers 
entfernten Temperatur gefrieren. In Lottermosers Bild wiirde 
sich der Inhalt relativ groBer Blasen genau so verhalten. Da- 
gegen wiirden die Schichten der héchsten Kompression — der 
Inhalt allerkleinster Blischen — erst bei sehr viel niedrigeren 
Temperaturen erstarren. Das Wasser wiirde also bei stetig 
fallender Temperatur gefrieren, nicht scharf bei 0°. Ebenso 
wiirde sich natiirlich auch die Schmelzwarme iiber das ganze 
Temperaturintervall, in dem das Gefrieren geschieht, verteilen. 
Aus der bei einer bestimmten Temperatur noch fehlenden 
Schmelzwarme miiBte man also die Menge des noch nicht ge- 
frorenen Wassers und aus der Temperatur den Druck, unter 
dem dieses mindestens steht, berechnen kénnen. Da nun aber 
der Druck nichts weiter ist, wie das MaB der Kraft, so miiBte 
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sich daraus und aus dem bekannten Volumen des Wassers das 
Dimensionsgesetz der Attraktionskraft ermitteln lassen. 

Wie wir aber im folgenden sehen werden, hat sich diese 
Anschauung leider ganz und gar nicht bestatigt. Die Ergeb- 
nisse einiger Versuche in dieser Richtung waren uns zur Zeit 
unserer vorigen Verdffentlichung bereits bekannt, und so erklart 
sich wohl unser Schweigen iiber unseren leitenden theoretischen 
Gesichtspunkt. Jetzt, wo wir die Methode ausgearbeitet und 
eine groBe Zahl von Versuchen mit ihr durchgefiihrt haben, 
wollen wir ihre Ergebnisse veréffentlichen. 

Die Anordnung des Versuches ergibt sich aus einer ein- 
fachen Uberlegung: 

Wie wir vorhin angegeben haben, wollen wir die Verteilung 
der Schmelzwirme iber ein Temperaturintervall messend ver- 
folgen. Bezeichne ich nun mit dq eine aus unserer Substanz 
herausstr6mende Warmemenge, mit di die durch diesen Verlust 


hervorgebrachte Temperaturinderung, so ist ersichtlich a die 
t 


gesuchte GréBe. Im allgemeinen ist, wie bekannt, dieser Aus- 
druck konstant gleich s, der spezifischen Warme, doch kann in 
unserm Falle s seinen Wert auch stetig oder unstetig andern, 
und gerade solche stetige oder unstetige Anderungen wollen 
wir ja aufsuchen. Wir wollen also unter s im folgenden nur 
den numerischen Wert verstehen, den =f in dem gerade be- 
trachteten Intervalle von # bis #-+-di eben gerade hat. Dazu 
kénnen wir zwei Wege gehen. 

Erstens kénnte man s direkt durch Ausfiihrung einer sehr 
groBen Anzahl von spezifischen Warmebestimmungen bei ver- 
schiedensten Endtemperaturen bestimmen, was aber wegen der 
Schwierigkeit, das Calorimeter auf viele, wenig voneinander ver- 
schiedene Temperaturen unterhalb des Gefrierpunktes zu bringen, 
kaum ausfiihrbar sein diirfte. 


Zweitens kénnte man auch die Abkihlungszeit (*) messen 


und ¢ als Ma® fiir g verwenden. Namlich, denken wir uns 
einen an allen in seinem Innern gelegenen Punkten auf gleicher 
Temperatur befindlichen Kérper in ein Bad von konstanter 
Temperatur gebracht, z. B. einen Draht, so ist die durch die 
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Flacheneinheit der Oberfliche in der Zeit dt hindurchgehende 
Warmemenge dq bekanntlich unabhangig von s und nur ab- 
hangig von dem Temperaturgefille #—#,, worin 3 die Tem- 
peratur des Kérpers und #, die des Bades bedeuten soll und 
auBerdem noch von der Warmeleitfahigkeit L 


“1 _1,.(8—%) 
oder da 

dq = s-dié 

di L-(8—#,) 

dt 8 7 


Da nun die Temperatur nie tiefer fallen, resp. nie héher 
steigen kann wie die Temperatur des Bades, so kann ich #, 
als 0-Punkt der Temperatur auffassen, mit # den Temperatur- 
unterschied bezeichnen, so da8 meine Formel iibergeht in 

d(nd) L 
GR ne 

Da wir, wie wir oben gesehen haben, den Unterschied 
zwischen einer Kolloidlésung und Wasser finden wollen, so folgt, 
da8 wir eine Differentialmethode verwenden, d. h. mit einem 
GefaBe voll Wasser und einem voll Kolloidlésung arbeiten 
miissen. Da ich aber den Unterschied in s zwischen den beiden 
Flissigkeiten bestimmen will, so miissen alle anderen Ver- 
schiedenheiten zwischen den GefaéiSen beseitigt werden. Ihre 
Oberflache und ihr Inhalt miissen gleich sein. 

Wir verwendeten etwa 16 cm lange Reagensglaser von zirka 
1 cm Durchmesser aus diinnem Glase und stellten diese fol- 
gendermafen her: Das Rohr wurde in der Mitte auseinander- 
gezogen, aus jeder der Ausziehstellen der Boden eines Reagens- 
glases geformt, die Rohre dann méglichst gleich lang abge- 
schnitten und der Rand umgelegt. So wird eine Gleichheit 
des Radius in den fiir die Fiillung in Betracht kommenden 
Teilen gesichert und iibrigens die Masse der Glaser bis auf 
einige Prozente gleichgemacht. Auf die Gleichmachung der 
Massen des Inhaltes kommen wir spater zu sprechen. Nun 
miiBten aber auch noch die Warmeleitfahigkeiten fiir das Wasser 
und das Kolloid gleich sein. Das sind sie aber wohl zweifellos 
nicht. Denn wenn auch der Teil des Warmetransportes, der 
durch die Bewegung der Molekiile besorgt wird, fiir beide 
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ziemlich gleich sein mag — verlaufen doch ahnliche molekulare 
Vorgange, die Diffusion und die Ionenwanderung, in beiden 
Medien etwa gleich schnell — kénnen doch in einer Gallerte 
die Konvektionsstréme nicht auftreten, die, wie bekannt, die 
Hauptmenge der Warme transportieren. Die Warmeleitfahigkeit 
der Gallerte wird also kleiner sein wie die des Wassers. Diese 
Schwierigkeit l48t sich aber dadurch umgehen, daB man die 
Warmeleitfahigkeit des Systems tiberhaupt sehr klein macht, 
d. h. vor jede der Lésungen sozusagen einen so groBen Warme- 
widerstand einschaltet, daB die tatsichlich vorhandenen geringen 
Unterschiede dagegen vernachlissigt werden kénnen. Dieser 
Widerstand ist natiirlich wieder fiir beide GefiBe gleich. Wir 
haben ihn so realisiert, daB wir die beiden Glaser in ein dem 
Dewarschen ganz &hnliches, aber nicht ausgepumptes Gefi8 
durch Anschleifen von Flachen oben am Rande und unten am 
Boden stramm einpaBten. 

Wie wir gleich sehen werden, wird durch diese Anordnung 
noch ein weiterer Vorteil erreicht. Es sind jetzt, wenn die 
Reagensgliser auf verschiedener Temperatur sind, drei Tem- 
peraturgefille vorhanden: 1. vom wiarmeren, 2. vom kilteren 
GefaBe durch den groBen Widerstand nach auBen, 3. vom 
warmeren nach dem kalteren GeféBe. Wenn wir uns spiter 
darauf beziehen, werden wir dieses immer als das ,,dritte Tem- 
peraturgefille“ bezeichnen. Dieses wird also versuchen, den 
Temperaturunterschied zwischen den beiden GefaéGen auszu- 
gleichen. Es wirkt dahin, da8 sich kleine zufillige Ver- 
schiedenheiten weniger geltend machen und kleine Stérungen 
sich ausgleichen kénnen. 

Dieses unser Verfahren haben wir zuerst auf Gelatine 
angewandt, weil sie das einzige mir bekannte Kolloid ist, bei 
dem sich die letzte der experimentellen Bedingungen, die Gleich- 
heit der abkiihlenden Massen befriedigend verwirklichen laBt. 
Bekanntlich quillt ein Blattchen Gelatine in kaltem Wasser 
nur ziemlich langsam auf. Schiebt man also ein Réllchen 
Gelatine in das Reagensglas und pipettiert die nétige Menge 
Wasser erst unmittelbar vor dem Einsenken in das Kaltebad 
hinzu, so kann man annehmen, daB sich die Gelatine nicht 
erheblich verandert haben wird. Das andere Rohr enthilt 
genau dieselbe Menge, aber durch Erhitzen geléster Gelatine 
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und Wasser, und wird vor dem Einsenken sorgfaltig auf die 
Temperatur des anderen Réhrchens gebracht. 

Um die Massengleichheit nicht zu gefahrden, mu8 man die 
Temperatur mit Thermoelementen messen, deren Masse ja leicht 
ziemlich gleich und vor allem klein gehalten werden kann. Sie 
werden durch einen in der halben Hohe im Innern des Glas- 
rohres befindlichen Korkstopfen zentriert. 

Als thermoelektrisches Paar benutzten wir Eisen-Konstanten, 
als MeBinstrument ein Millivoltmeter von Kaiser und Schmidt. 
Der Ausschlag pro Grad betrug etwa 0,05 Millivolt, so daB noch 
halbe Grade mit einiger Sicherheit geschitzt werden konnten. 
Die Fehler der Temperaturablesung sind so betrichtlich, diirften ; 
aber immer noch kleiner sein als die durch die Fehler der iy 
Methode selbst bedingte Unsicherheit. Die rasche Folge der at 





Messungen bedingt, daB die Uhr von einem, das Millivoltmeter ti F 
von dem anderen Beobachter abgelesen wird.?) 8 

Die Ergebnisse bei 4,1 g Wasser und etwa 0,4 g Gelatine it ) 
zeigen die Kurven 1. (Kihlung durch Alkohol und Kohlensaure). : 1H i 
Ich will im folgenden die durch Erhitzen geléste und dann et 


wieder gelatinierte Fliissigkeit als die Gallerte, das Wasser Ff 
-+ Gelatineblatt als Wasser bezeichnen. 


Tabelle I. bie 
I rat if 
1/,9Millivolt t %,)Millivolt Bomerkungen | 
-+- 4,8 0 +43 0,5 Nr. II enthilt die Gelatine- Y 
— 1 +23 1,5 lésung. Hy 
+1,7 2 +06 2,5 
40,7 3 —02 3,5 ti 
—0,1l 4 — 0,7 4,5  Unterkiihlung. ie 
0,0 5 0,0 6,5 | 
0,0 6 0,0 6,5 
0,0 7 0,0 7,5 
0,0 . 0,0 8,5 
0,0 9 0,0 9,5 
0,0 10 0,0 10,5 
0,0 11 0,0 11,5 
0,0 12 0,0 12,5 
—0,1 13 0,0 13,5 


1) Den gréBten Teil der folgenden Messungen habe ich mit dem 
Mechaniker F. Schwarzbach zusammen ausgefiihrt. H. W. Fischer. 
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I II 

1/59 Millivolt t 1/59 Millivolt t 

—0,3 14 0,0 14,5 Bei den folgenden Zahlen 

—1,1 15 — 0,3 15,5 sind die Minuszeichen 

3,1 16 0,8 16,5 weggelassen. 

5,8 17 1,7 17,5 
8,2 18 5,0 18,5 
11,1 9,7 19,5 
13,5 13,2 20,5 
16,3 15,8 21,5 
18,4 18,1 22.5 
20,3 20,3 23,5 
22,1 21,7 24.5 
23,5 23,2 25,5 
25,0 24,7 26,5 
27,2 26,8 27,5 
29,0 28,3 28,5 
30,4 29,8 29,5 
31,9 30,9 30,5 


Tabeile I gibt die Zahlen der Kurve a. 
Beim ersten Blick auf die Kurven fallt einem sofort auf, 


da8 die beiden Kurven, die zu Anfang ineinander verlaufen 
(den 0-Punkt in leichter Unterkiihlung unterschreiten, dann 
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bei 0° ihre Schmelzwirme verlieren), sich gegen Ende des Aus- 
frierens wirklich trennen, um dann wieder zusammenzulaufen. 
Dieses Zusammenlaufen ist natiirlich zu erwarten, weil die 
Kurvern nach Erreichung der Temperatur des Bades wieder 
zusammenfallen miissen, es wird aber auch noch durch das 
dritte Temperaturgefille beschleunigt. Diesem ist es iibrigens 
auch noch zuzuschreiben, daB die Kurven nicht die gleich- 
miaBige Biegung der Logarithmalkurve zeigen, sondern im Ge- 
biete des starksten Auseinandertretens wie ein S und sein 
Spiegelbild gegeneinander verbogen sind. Das wirmere Gefa8 
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kiihlt sich starker, das kaltere schwacher ab, wie es tun wiirde, 
wenn es allein da wire. Wir werden diese Erscheinung bei 
allen Kurven, bei denen starke Temperaturdifferenzen auftreten, 
wiederfinden. 

Nach dem Herausheben aus dem Bade zeigte sich, da8 der 
Inhalt der beiden GefaiBe, die natiirlich zersprengt worden 
waren, aus nur wenig verschiedenem Eise bestand, beim Auf- 
tauen lieferte die Gallerte einen zusammenhangenden Pfropfen, 
aus dem das Wasser wie aus einem Schwamme herauslief — 
was bekanntlich bei ungefrorener Gelatinegallerte keineswegs 
der Fall ist. Aus dem GeféBe mit Wasser lieB sich das nur 
wenig veranderte Gelatineréllchen wiedergewinnen. 

Wir kommen jetzt zum wichtigsten Punkte: 

Wie aus der angegebenen Darlegung folgt, miiBte die 
Gefrierkurve der Gallerte unterhalb der des Wassers ver- 
laufen, wie aber ein Blick auf die Kurve zeigt, verliuft sie 
ganz im Gegenteil, und zwar bis etwa 10° oberhalb. Es 
folgt daraus, daB der Fehler entweder in den theoretischen 
Grundannahmen oder in der Methode liegen muS. So un- 
wahrscheinlich es auch von vornherein bei der vorziiglichen 
Ubereinstimmung der Gelatinekurven untereinander erschien, 
da8 ein zufalliger Fehler jedesmal in demselben Sinne das Re- 
sultat gefalscht haben sollte, so beschlossen wir doch, Blind- 
versuche anzustellen, um die experimentelle VerlaBlichkeit der 
Methode zu priifen. Wasser ist fiir solche Versuche wenig 
giinstig, weil es die listige Eigenschaft hat, die GefaiBe beim 
Gefrieren zu zersprengen. Bekanntlich ist der Gefrierpunkt 
des Benzols nur wenig von dem des Wassers entfernt. Wir 
fiillten also die Reagensgliser mit gleichen Mengen (4,1 ccm) 
Benzol. Als Kaltebad diente von jetzt an Chlorcalcium-Eis 
(der Billigkeit wegen). Man kann damit bequem eine Tempe- 
ratur von — 40° erreichen, die aber nur einige Zeit konstant 
bleibt und dann namentlich bei langer Dauer des Versuches 
erheblich, z. B. bis — 20 steigt. Das ist fiir eine rechnerische 
Verwertung des Kurvenmaterials natiirlich ungiinstig, be- 
eintrachtigt aber, wie leicht zu sehen, die VerlaSlichkeit der 
Differentialmethode nicht. Als Warmebad diente ein mit Wasser 
gefiillter Thermostat von etwa 85bis90° Temperatur. Eine diinne 
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Paraffinschicht verhiitete das Verdunsten des Wassers. Die 
Resultate zeigt Fig. 2 u. Tabelle II. 

Zunachst wurde das DewargeféB mit den Reagensglisern 
in das Wirmebad gebracht und Kurve a erhalten. Dann wurde 
das heiBe Gefé8 in das Kialtebad hineingestellt und b erhalten. 
Das Gefrieren tritt bei 0,24 Millivolt ein und dauert 18 Minuten. 
Kreuze und Punkte vona undb bilden mit groBer Genauig- 
keit einen Kurvenzug. 


| ak 
? + t + + ——+ aut - 
} e % | 
| xakexexpxexezex® | | 
. , ' | 
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75. 0 @5 1 %%5 20 38,5 35 373 32Min. 


Fig. 2. 


Das kalte GefiB wurde wieder in das Warmebad gestellt 
und c erhalten. Am Ende des Auftauens tritt eine Stérung 
ein, die Kurven trennen sich fiir ein kurzes Stiick, laufen dann 
aber wieder rasch zusammen. Diese Erscheinung ist, wie man 
sich durch Herausheben der Reagensgliaser leicht iiberzeugen 
kann, einer ungleichmaBigen Verteilung von festem Benzol zu- 
zuschreiben. 

Tabelle II. 
. 1/, Benzol-Benzol. 
I II 
1/9 Millivolt t 1/49Millivolt Depecangen 
10,8 0 11,2 0,5  Kurvea: Benzol-Benzol mit 
12,8 l 14,0 1,5 steigender Temperatur. 
15,3 2 16,4 2,5 
17,8 3 19,4 3,5 








I 
1/y Millivolt 

20,3 
22,3 
24,5 
26,0 
28,0 
29,8 
31,0 
32,5 
33,4 
34,2 


33,0 
30,0 
26,5 
23,6 
20,5 
17,7 
15,5 


0,5 
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II 
1/19 Millivolt 
21,0 
23,3 
25,2 
27,0 
28,8 
30,2 
31,3 
33,0 
33,7 
35,7 


31,0 
28,0 


412 


13,5 
14,5 


35.5 
36.5 
37.5 


43,5 
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Kurve b: Benzol-Benzol mit 
fallender Temperatur. i 
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Unterkiihlung, 17 Minuten 
konstant auf 2,4. 


Kurve c: Benzol: mit wieder 
steigender Temperatur. 
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I II 

1/,9Millivolt t 1/19 Millivolt t 

1,0 1,2 5,5 

1,3 2,0 6,5 

1,5 1,8 7,5 

1,8 2,1 8,5  Beide GefiBe enthalten 

3,5 — ti schon viel Fliissigkeit: 

6,2 5,0 10,5 in beiden ein kleiner 

9,0 10,0 11,5 Rest Eis. Thermoelement 

12,7 12,9 12,5 von I langst ausge- 

14,8 15,5 13,5 schmolzen. 

17,5 18,7 14,5 

19,8 21,0 15,5 

22,1 23,2 16,5 

24,1 25,1 17,5 

26,1 27,0 18,5 

27,9 29,7 19,5 

29,3 30,0 20,5 


Die Benzol-Benzolkurven zeigen also deutlich, daB die 
Methode verlaBlich arbeitet. Der Fehler mu8 also in den 
theoretischen Annahmen, d. h. in der Capillaritatstheorie der 
Gele zu suchen sein. 

Nun hatten wir vor einiger Zeit eine Arbeit verdéffentlicht, *) 
in der die Chloroform- und Amylalkoholgele des Myricylalkohols 
untersucht worden sind. Der Myricylalkohol ist fiir Unter- 
suchungen dieser Art besonders brauchbar, weil er ein — wahr- 
scheinlich — einheitlicher Kérper bekannter chemischer Kon- 
stitution und leicht elektrolytfrei zu erhalten ist. 

Es war uns damals gelungen, den Nachweis zu fiihren, 
daB sich die aus den Myricylalkoholgelen durch Erwarmen 
entstehenden reversibelen Sole weitgehend als krystalline Lé- 
sungen theoretisch behandeln lassen, wahrend sich andererseits 
die sehr eigentiimlichen Léslichkeitsverhaltnisse aus theoretischen 
Erwagungen iiber den Dampfdruck von mit gesittigter Lésung 
in Beriihrung stehenden Gelen herleiten lieBen. 

Auf die Léslichkeitsverhaltnisse werden wir im foigenden 
noch kommen. Wir beschlossen also, diesen einfachen und un- 
komplizierten Fall zu untersuchen, in der Hoffnung, dort viel- 
leicht einen Aufschlu8 iiber das ritselhafte Verhalten der Gela- 
tinegallerte zu gewinnen. Ein Massenausgleich lie8 sich natiir- 


1) Jahresber. d, vaterlind. Ges. f. schles. Kultur 1908. S. 40. 
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lich bei diesen Versuchen nicht mehr bewerkstelligen, da sich 
natiirlich in beiden GeféBen der Myricylalkohol in gleichem 
Sinne hatte andern miissen. Doch werden wir besonders an 
Erwarmungs- und Abkihlungskurven der Gelatine sehen, da8 
der Einflu8 der Masse des Kolloides auf den Gesamtvorrat an 
Warme nur ein kleiner zu sein scheint. Zunichst ist seine 
Masse nur klein im Verhiltnis zu der des Lésungsmittels, anderer- 
seits treten aber auch durch den Nichtausgleich der Massen 
auch noch Verinderungen anderer Faktoren auf, z. B. der 
Oberfliche des Inhaltes, des spezifischen Gewichtes usw., so 
daB sieh die vielfachen, teilweise entgegengesetzt gerichteten 
Stérungen ziemlich vollsténdig gegeneinander aufheben werden, 
eine Lage der Dinge, wie sie wohl haufig zugunsten des Ex- 
perimentators vorkommt. 
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Ich will zunachst die Erwaérmungskurven besprechen, also die 
Kurven a der Fig. 3 u. 4, wir stiitzen uns aber in unsern 
Bemerkungen nicht ausschlieBlich auf das hier veréffentlichte Ma- 
terial, sondern auf unser Gesamtmaterial. Bei einer Temperatur 
von etwa 1,5 Millivolt (ca. 30°) beginnen sich die Kreuze, die 
den Myricylalkohol bedeuten, von den Punkten zu trennen, die 
Trennung nimmt schlieBlich sehr betrachtlich zu, wobei die 
Kreuze immer unterhalb der Punkte bleiben, um dann bei 
hohererer Temperatur wieder zuriickzugehen. 
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Andererseits zeigen die Abkiihlungskurven — die Kurven b 
der Fig. 3 u. 4 — die wir vorlaiufig bloB bis zu dem bei 
ca. 0,25 Millivolt gelegenen Gefrierpunkt verfolgen wollen, 
gleichfalls eine entsprechende Stérung, indem sich diesmal ziem- 
lich scharf — zwischen 2,0 und 2,4 Millivolt (40—48°) — die 
Punkte von den Kreuzen trennen. Diesmal aber bleiben die 
Kreuze stets oberhalb der Punkte. Es ist also ganz klar, da8 
bei der Erwairmung ein Vorgang verlauft, der Warme ver- 
braucht, bei der Abkiihlung ein solcher, der Warme liefert. 
Hebt man die GefaéBe in diesem Temperaturintervall gelegentlich 
heraus, so kann man nicht im Zweifel sein, daB die Lésung 
resp. Abscheidung des Myricylalkohols die Ursache ist. Aus 
den Ergebnissen unserer schon zitierten Arbeit laBt sich der 
Verlauf der Kurven bis auf die kleinsten Einzelheiten er- 
klaren. 


a eS a ee oe ee ee oe ae 
45 5 7% 0 85 % MS B80 385 85 875M 2. 


Fig. 4. 


Es gelang uns, dort den Nachweis zu fiihren, daB die 
Léslichkeit des Myricylalkohols in allen von uns verwandten 
Lésungsmitteln, z. B. Athyl- und Amylalkohol, Ather, Chloro- 
form, Benzol, ungeheuer schnell mit der Temperatur ansteigt, 
und im allgemeinen den Punkt der kritischen Léslichkeit vor 
dem Siedepunkte des Lésungsmittels erreichen diirfte. 
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Zum Beleg geben wir die Léslichkeitskurve in Amylalkohol 
wieder (Fig. 5). Man sieht, daB hier die Léslichkeit bei 50° 
noch unter 1°/, liegt, wahrend bei noch nicht 70° der Punkt 
der kritischen Léslichkeit schon beinahe erreicht ist. 
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Fig. 5. 


Bei den Erwarmungskurven bedeutet also die Trennung 
der Kreuze von den Punkten, die bei ca. 30° stattfindet, nichts 
weiter, als daB die Léslichkeit anfangt, sich geltend zu machen, 
und die Lésungswarme zu verschwinden. Die gréBte Trennung 
zwischen Kreuzen und Punkten, also die Stelle, von der an 
der Verlust an Lésungswairme nicht mehr ausreicht, um die 
iiber das dritte Temperaturgefille zustrémende Wairme der 
GréBe nach zu iiberbieten, liegt bei beiden Kurven bei un- 
gefahr 53°. 

Man darf dabei nicht iibersehen, daB die spezifisch schwe- 
rere Myricyalkoholgallerte am Boden des GefaBes liegt und so 
tatsichlich fiir die Lésung des schwer diffundierenden Stoffes 
nur die in seiner unmittelbaren Nahe befindliche Fliissigkeit 
in Betracht kommt. Genau so erklirt sich auch dasS der 
Kurve b. Hier ist die Trennung der Kreuze von den Punkten 
viel scharfer, die Kurve scheint einen Augenblick der t-Achse 
parallel zu laufen. Dieser Punkt liegt bei der konzentrierten 
Kurve bei ungefahr 2,4 Millivolt, entsprechend 48°, bei den 
verdiinnteren etwas niedriger, bei 2,1 Millivolt (42°). Er liegt also 
von dem Punkte des weitesten Auseinandergehens der a-Kurven 
um etwa 10° entfernt und ein Blick auf die Léslichkeitskurve 
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zeigt, wie erheblich sich in diesem Intervalle die Léslichkeit 
iindern kann. Daf die Biegung schiarfer ist, wie die der a- 
Kurven, erklart sich daraus, daB die Lésung bei der Abkiihlung 
iibersaéttigt worden ist, diese Ubersittigung sich — bei der 
konzentrierteren Lésung zuerst — aufhebt und nun die Lésungs- 
warme einer gréBeren, auf einmal ausfallenden Menge Myricyl- 
alkohols mit einem Schlage auftritt. 

Die Kurven c stellen dagegen den Verlauf einer aber- 
maligen Erwairmung dar. In den beiden dargestellten Fallen 
tritt die schon vorhin beim Benzol geschilderte Stérung durch 
ungleichmaéBige Verteilung des festen Benzols ein, und zwar 
bei 3 so, daB die Punkte anfangs unter den Kreuzen laufen, 
bei 4 umgekehrt. In beiden Fallen stellt sich aber binnen 
kurzem das Verhiltnis ein, wie es nach dem Verlauf der a-Kurve 
zu erwarten ware. Die Kreuze geraten unter die Punkte, bei 
III mehr wie bei IV, der Konzentration entsprechend. Man kann 
also wohl mit Recht annehmen, daB bei der abermaligen Er- 
warmung keine weitere Verainderung des Myricylalkohols ein- 
tritt. Nun war in a der Myricylalkohol nur wenig verteilt 
und saB in seiner Hauptmenge am Boden, wiahrend bei c durch 


das vorhergehende Abkiihlen die ganze Fliissigkeit gelatiniert 
war. Die beiden Zustande miissen also im wesentlichen iden- 
tisch sein. 


Wir kommen nun jetzt zu unserem Hauptpunkte, namlich 
zu dem Gefrierpunkte der Gallerte. 

Da Benzol sich beim Schmelzen erheblich ausdehnt, im 
entgegengesetzten Sinne wie Wasser sein Volumen um 10°/, 
andert, so wird durch Druck der Schmelzpunkt des Benzols 
erhéht. Danach miiBte dicht vor dem Schmelzpunkt eine 
abermalige Trennung der Kurve eintreten, und zwar so, daf 
die Kreuze iiber den Punkten laufen. Statt dessen sieht man 
bei 3, da8 die Entfernung zwischen Punkten und Kreuzen 
stetig faillt, wihrend bei 4 Punkte und Kreuze ineinander 
verlaufen, das ist auch bei unserem anderen Kurvenmaterial 
durchaus das Ubliche. Von einer betriachtlichen Erhéhung des 
Schmelzpunktes eines Teiles des Benzols in der Myricylalkohol- 
gallerte kann also gar keine Rede sein. 

Dagegen zeigten die Kurven nach Beendigung des Ge- 
frierens eine Neigung, auseinanderzulaufen, bald im einen, bald 
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im anderen Sinne, wie auch die von uns verdffentlichten Kurven 
zeigen. Das deutet auf einen experimentellen Fehler hin. Und 
zwar bestand dieser darin, daB wir in der Pause des Gefrierens, 
um die Temperatur des Bades konstanter zu halten, die ge- 
sittigte Chlorcaleiumlésung mittels eines Hebers ablieBen und 
neue Kaltemischung nachfiillten. Da so durch ganz ungleich- 
maBig verteilte Eisstiicke gekiihlt wurde, muBten die GefiBe 
auch ungleichmaBig beeinflu8t werden, besonders da das unter- 
schiedausgleichende dritte Temperaturgefille wahrend des Ge- 
frierens nicht existiert. Wie wir das Nachfillen unterlieBen, 
hérten auch die UnregelméBigkeiten auf. (Vgl. Tabelle VI.) 


Tabelle III. 
0,6 g Myricylalkohol auf 4,15 ccm Benzol. 


I II 
1/,9Millivolt t 1/4, Millivolt t Bemerkungen 
10,2 0 11,3 0,5 Ienthalt den Myricylalko- 
11,8 1 13,5 1,5 hol, Kurve a der Fig. 3. 
14,0 2 15,6 2,5 
16,1 3 18,0 3,5 
17,8 4 20,0 4,5 
19,5 5 22,0 5,5 
21,0 6 24,0 6,5 
22,2 7 25,5 7,5 
23,2 8 27,1 8,5 
— — 29,0 9,5 
25,0 10 30,0 10,5 Noch viel ungeléster M. 
25,5 11 30,5 11,5 
27,0 12 31,5 12,5 
28,8 13 32,0 13,5 Nur noch Spuren. 
31,0 14 32,8 14,5 
32,1 15 33,8 13,5  Lésung. 
33,0 16 34,5 16,5 
34,2 17 35,3 17,5 
32,5 0 31,0 0,5  Kurve b der Fig. 3. 
30,0 1 27,7 1,5 
27,0 2 25,0 2,5 
24,9 3 22,0 3,5 
23,5 4 20,2 4,5 
23,4 5 18,5 5,5 
22,3 6 15,5 6,5 
20,8 7 meet asia Vollkommen triibe. 
19,2 8 12,2 8,5 
17,5 9 11,0 9,5 
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I II 
1/19 Millivolt t 1/19 Millivolt 
14,0 
12,0 
11,0 
914 
8,0 
7,0 
5,8 
4,2 : 
3,0 } Gefriert wahrend 21 M. 
1,8 
1,3 
1,0 
0,3 
0,0 
— 0,5 
—1,0 
—1,5 
—1,8 
— 2,5 
— 3,2 


Bemerkungen 


—7,2 Kurve c. 


— 5,8 
— 3,8 
0,0 
+ 1,5 
2,1 Taut in 5 Minuten auf. 
3,8 
6,8 
9,0 
11,2 I enthalt Pfropfen, aus dem 
16,2 Fliissigkeit quillt. 
17,0 
18,0 
20,5 Mehr Fliissigkeit, Pfropfen. 
22,2 
23,6 
25,0 Hilfte Pfropfen. 
26,6 
28,5 
30,2 Kein Pfropfen. 
31,3 
32,6 
33,6 








I 
1/49 Millivolt 


10,0 
11,8 
14,3 
17,2 
19,5 


35,0 
32,2 
26,1 


20,0 


—1,8 
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Tabelle IV. 
II 
1/;)Millivolt t 

10,3 0,5 
12,0 1,5 
14,8 2,5 
17,2 3,5 
19,5 4,5 
21,3 5,5 
23,5 6,5 
25,1 7,5 
26,8 8,5 
28,2 9,5 
29,5 10,5 
30,7 11,5 
32,0 12,5 
33,1 13,5 
34,1 14,5 
35,2 15,5 
31,0 0,5 
28,1 1,5 
25,0 2,5 
21,9 3,5 
20,5 4,5 
19,5 5,5 
17,5 6,5 
15,0 7,5 
12,6 8,5 
10,6 9,5 
8,8 10,5 
7,2 11,5 
5,7 12,5 
4,2 13,5 
3,1 14,5 
2.6 15,5 
2,3 32,5 
1,9 33,5 
1,2 34,5 
0,8 35,5 
— 0,2 36,5 
—1,2 37,5 
— 2,5 38,5 
— 3,0 39,5 
— 4,0 40,5 





Bemerkungen 


II enthalt 2,2 g Myrioyl- 
alkohol. 
Kurve a der Fig. 4. 


Kurve b der Fig. 4. 


Gefriert in 15 Minuten. 


Die Schwankungen gegen 
Ende der Kurve sind 
auf ungleichmaBige Ver- 
teilung des Eises zuriiok- 
zufiihren und zum Teile 
kiinstlich gemacht. 
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I II 
1/39 Millivolt t 
—71 0,5  Kurve c der Fig; 4. 


1/15 Millivolt Bemerkungen 


— 7,6 
— 6,3 
— 4,0 


t 
0 
. ait 1,5 
2 —35 2,5 
a — os 3,5 
1,2 4 1,3 4,5 
2.1 5 1,9 5,5 
2.2 6 2,2 6,5 
2,8 s 2,5 8,5 
3,2 2,5 9,5 
4,1 2.5 10,5 
6,2 5,0 11,5 
8,5 8,1 12,5 
11,2 11,3 13,5 
14,2 14,5 14,5 
16,8 17,0 15,5 
19,5 19,2 16,5 
21,8 21,2 17,5 
24,0 23,8 18,5 
25,8 26,0 20 
27,4 28,0 21,5 
28,9 29,5 22.5 
30,2 30,8 22.5 
31,7 32,5 23,5 
33,0 33,5 24,5 


Tabelle V. 


I II 
1/,, Millivolt 1/,9 Millivolt t Bemerkungen 
9,0 9,1 0,5 If enthalt 0,33 g Myricyl- 
9,9 10,1 1,5 alkohol. 
11,5 11,6 2,5 a-Kurve 
12,1 13,1 3,5 
14,0 14,8 4,5 
16,8 16,4 5,5 
18,0 17,9 6,5 
19,7 19,0 7,5 
21,1 20,2 8,5 
22,6 21,3 9,5 
23,8 22,3 10,5 
24,8 23,1 11,5 
25,7 24.0 12,5 Noch viel Substanz vor- 
26,5 24,7 13,5 handen. 
27,1 25,1 13,5 
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1/59 Millivolt 
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II 
1/19 Millivolt 
26,0 
26,2 
26,3 
27,8 
29,2 
29,9 
30,6 
31,1 
31,6 


32,1 
30,0 
28,2 
26,0 
23,7 
22,0 
21,1 
20,2 
18,8 
17,1 


— 2,0 


t 
15,5 
16,5 
17,5 


15,5 





Bemerkungen 


Kleiner Rest. 


Alles gelést. 


1-Kurve 


II gelatiniert. 


I wird unterkiihlt. 
I fliissig. 


I fest. 


Als Kaltebad dient diesmal 
Eis-Kochsalz. 
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I 
1/19 Millivolt 

— 2,0 
— 2,5 
— 3,0 
— 3,5 
— 4,0 
— 4,5 
— 5,0 
— 5,2 


I 
1/,9 Millivolt 

9,2 
11,5 
13,8 
16,2 
18,2 
20,8 
22,8 
24,8 
26,6 
28,3 
29,7 
31,1 


7,5 
6,8 
5,8 
4.0 
3,2 
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t 
61 
62 
63 
64 
65 
67 
68 
69 


oe 


me OCDNAIATOR WN = © 


a 


SSRBNEREB aan wwe 


II 


1/19 Millivolt 


— 2,5 
— 3,0 
— 3,3 
— 3,5 
— 3,8 
— 40 
— 4,0 
— 4,5 
— 4,9 


Tabelle VI. 


61,5 
62,5 
63,5 
64,5 
65,5 
66,5 
67.5 
68,5 
69,5 


II 


1/59 Millivolt 


10,5 
13,2 
15,2 
17,0 
20,0 
21,8 
24,8 
26,5 
28,2 
29,5 
30,8 


29,5 


Bemerkungen 


Bemerkungen 


2,2g Myricylalkohol in I 

a-Kurve. 

I enthalt den Myricyl- 
alkohol. 


I viel ungeléste Substanz. 


I deutlich weniger S. 


b-Kurve. 

Diesmal nur das Stiick kurz 
vor und hinter dem Ge- 
frierpunkte. 


Dieser Befund beim Myricylalkohol lieB es als méglich er- 
scheinen, da bei der Gelatine der Punkt der maximalen Lis- 
lichkeit der a-, und der Abscheidungspunkt der b-Kurve durch 
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ein groBeres Temperaturintervall getrennt sind, und daB die 
beim Gefrieren auftretende iiberschiissige Warme andererseits 
wahrend des Erwirmens gewissermaBen aufgespeichert werden 
muS. Kurve a der Fig. 6 zeigt, da8 von einer erheblichen 
Warmebindung wahrend des Erwirmens, wie sie ndétig ware, 
um die betrachtliche Warmeabgabe wihrend des Gefrierens 
zu erkliren, keine Rede sein kann. Ebenso zeigt auch die 
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Fig. 6. 


b-Kurve erst am Ende des Gefrierens die schon bekannte Tren- 
nung der Kreuze von den Punkten. Dieses negative Ergebnis 
war nach den Versuchen von Wiedemann und Liideking’) 
zu erwarten, die die Quellungswarme zu -++- 6, die Lésungswarme 
zu — 3,7 Calorien pro Gramm Gelatine bestimmt haben. Da 
unsere Methode eben 1° Temperaturerhéhung, also 1 Calorie pro 
Gramm Lésung, nachzuweisen imstande ist und unsere 4 ccm 
Wasser nur 0,4 g Gelatine enthalten, so liegen die zu erwartenden 
Erwarmungen um 0,35, resp. —0,25° unter der Fehlergrenze 
unserer Methode. 

Da8 die Gelatine die Wirkung haben sollte, die Krystalli- 
sation des Wassers zu verhindern, wie das J. Alexander’) 
annimmt, davon kann nach meinen Versuchen keine Rede sein. 

Es bleiben also drei Méglichkeiten der Erklarung: 

1. Kénnte man, da die Gelatine sich genau umgekehrt 
verhalt, wie wenn das Wasser in ihr unter einem Drucke stiinde, 
an das Gegenteil einer Kompression, eine Auseinanderzerrung 


1) Annal. d. Physik (3), 35, 552, 1888. 
*) Zeitschr. f. Chem. u. Industrie d. Kolloide 4, 86, 1909. 
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der Wassermolekiile denken. Dagegen spricht, daB das Volumen 
einer Gallerte erheblich kleiner ist als die Summe der Volumina 
ihrer Bestandteile (Wiedemann und Liideking l.c.). 

2. Kénnte man annehmen, daB die Gelatine aus zwei Be- 
standteilen besteht, deren einer die Gallerte bildet, wahrend der 
zweite, der ,,Schutz‘, gelést bleibt. Wenn nun der Punkt der 
kritischen Léslichkeit fiir den Schutz in Wasser unterhalb des 
Gefrierpunktes lage, so kénnte seine Trennung von dem Lésungs- 
mittel wohl die beobachtete Warme liefern. Bei gewdhnlicher 
Temperatur wiirde er dann natiirlich in der bekanntlich stets 
etwas feuchten Gelatine langst gelést sein, also sich beim Ein- 
senken in Wasser wenig oder gar nicht mehr durch Auftreten 
einer Warmeténung bemerkbar machen. Ware es nun méglich, 
die c-Kurve bei abermals steigender Temperatur aufzunehmen, 
so wiirde sich dieser Punkt wohl entscheiden lassen. Fiir diese 
Anschauung sprechen die Versuche von Menz.') Das ist mir 
aber, weil die Reagensgliser beim Gefrieren stets zersprengt 
werden, leider nicht gelungen. 

3. Kénnte die Gelatine beim oder durch das Gefrieren 
wohl irgendeine irreversible chemische oder physikalische Ande- 


rung erleiden, bei der Warme frei wird, d.h. altern. Dafiir 
spricht die von uns in dieser und der vorigen Arbeit geschilderte 
Verinderung der Gallerte nach dem Auftauen. 

Es wird uns sofort gelingen, die erste der drei Annahmen 
wenigstens sehr unwahrscheinlich zu machen, die Entscheidung 
zwischen den beiden anderen miissen wir der Zukunft iiber- 
lassen. 


Tabelle VII (zu Fig. 6). 


Gelatine Wasser 
I It 
1/,9 Millivolt t 1/19 Millivolt t Bemerkungen 
9,8 0 10,8 0,5 I enthalt 0,43g Gelatine. 
11,1 1 11,1 1,5 a Kurve. 
12,8 2 13,8 2,5 
13,9 3 15,0 3,5 
15,8 4 16,8 4,5 
17,5 5 18,2 5,5 
18,5 6 19,4 6,5 
20,0 7 20,8 7,5 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 66, 129, 199. 








Gelatine 


I 
1/19 Millivolt 
21,1 
22.6 
23,5 


34,2 


24,8 
21,0 
19,5 
18,5 
17,2 
16,2 
15,0 
11,4 
10,6 

9,9 
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8 

9 
10 
ll 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 

0 

1 

2 

3 

4 

6 

7 

8 

9 
10 
ll 
12 
13 
14 
15 
19 


20 
21 


Wasser 
II 
1/19 Millivolt t 

22.2 8,5 
23,2 9,5 
24.5 10,5 
25,3 11,5 
26,3 12,5 
27,2 13,5 
28,2 14,5 
29,3 15,5 
29,6 16,5 
30,8 17,5 
31,6 18,5 
32,1 19,5 
32,8 20,5 
33,1 21,5 
34,1 22.5 
34,9 23,5 
35,2 24,5 
35,7 25,5 
36,3 26,5 
36,9 27,5 
37,2 28,5 
37,9 39,5 
38,2 30,5 
38,3 31,5 
38,8 0,5 
36,8 1,5 
34,8 2,5 
32,8 3,5 
27,2 6,5 
25,0 7,5 
23,5 8,5 
22,2 9,5 
19,0 10,5 
18,0 11,5 
16,8 12,5 
15,8 13,5 
14,8 14,5 
13,8 15,5 
10,2 19,5 

9,7 20,5 

8,8 21,5 


Biochemische Zeitechrift Band 18. 
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b-Kurve. 
Gelatine dinnfliissig. 











I diinnfliissig. 


I nicht gelatiniert. 
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Gelatine Wasser 
I II 
1/,9Millivolt  1/,9Millivolt  t Bemerkungen 

9,2 22 8,0 22.5 
8,4 23 7,5 23,5 
7,0 25 6,0 25,5 
6,5 2 5,3 26,5 
5,8 27 5,0 27,5 
5,2 2 4,3 28,5 
4,8 29 3,8 29,5 
4,2 3,2 30,5 
3,7 31 2.8 31,5 
3,3 32 2,2 32,5 I zu Gallerte zu erstarrt. 
2,2 1,6 33,5 
1,8 1,1 34,5 
1,2 0,6 35,5 
0,8 0,2 36,5 
0,4 0,0 37,5 
0,0 — 0,3 38,5 
— 0,3 —0,5 39,5 


— 0,3 —0,3 107.5 
— 0,3 — 0,5 108,5 
— 0,3 —0,7 109,5 
— 0,4 — 0,8 110,5 
— 0,5 —13 111,5 
— 0,6 —18 112,5 
— 0,8 — 2,6 113,5 
— 0,9 — 3,0 114,5 
—1,0 16 0ClC— 35 115,5 
— ih 11660 0639 116,5 
—1,4 117 —4,l 117,5 
— 2,0 118 —4,5 118,5 
—24 119 —4,9 119,5 
— 3,0 1200 —6,l 120,5 
— 3,4 121 —5,5 121,5 
—38 122 —65,7 122,5 
— 4,3 — 6,0 123,5 


Tabelle VIII. 


Gelatine Wasser 
I II 
‘/yo Millivolt 1/,, Millivolt Bemerkungen 
3,1 3,4 0,5 I enthilt 0,43 g Gelatine. 
3,6 4,2 1,5 
4,3 4,9 2.5 
5,2 5,9 3,5 








Gelatine 
I 
1/19 Millivolt 


32,1 
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Com aS 


Wasser 


II 
1/19 Millivolt 


6,9 

7,9 

8,9 
10,0 
11,0 
12,0 
13,0 
14,1 
15,1 
16,0 
17,0 
17,9 
18,8 
19,4 
20,2 
21,0 
21,8 
22,4 
23,1 
23,8 
24,2 


31,9 


32,3 


44,5 


47,5 


83 


Bemerkungen 
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Gelatine Wasser 
I II 
1/,9 Millivolt 1/19 Millivolt 
33,0 32,9 b-Kurve, Kaltebad: Eis- 
32,2 31,9 Kochsalz. 
30,7 
29,3 
29,2 28,1 
27,0 
25,9 
24,9 
23,9 
22,9 
21,9 
20,9 
20,0 
19,1 
18,3 
17,8 
17,0 
16,2 
16,2 15,7 
15,7 15,0 
15,0 14,3 
14,3 13,9 
13,8 13,2 
13,1 12,8 
12,6 12,1 
12,1 11,7 
11,6 11,1 
11,1 10,8 
10,2 9,9 
9,9 9,5 
9,6 9,1 
9,1 8,9 
8,9 8,6 
8,7 8,1 
8,1 8,0 
8,0 7,8 
7,8 7,3 
7,3 7,1 37,5  Steife Gallerte 


Bemerkungen 


Die Kurve wird vor dem Gefrierpunkte abgebrochen, um 
die c-Kurve aufnehmen zu kénnen. 
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Gelatine Wasser 
I II 
1/49 Millivolt t 1/49 Millivolt t -Bemerkungen 
5,3 0 5,4 0,5 o-Kurve. 
5,8 1 6,0 1,5 
6,1 2 6,8 2,5 
7,1 3 7,6 3,5 
8,0 4 8,5 4,5 I noch gelatiniert. 
9,0 5 9,5 5,5 
10,0 6 10,6 6,5 
11,0 7 11,7 7,5 I beginnt zu erweichen 
12,0 8 12,8 8,5 und zahfliissig zu werden. 
13,0 9 14.0 9,5 


14,1 10 14,9 10,5 

15,0 11 15,9 11,5 

16,0 12 16,9 12,5 

17,0 13 17,6 13,5 
Niamlich wenn die erste Annahme zutrife, so miiBte man 
als eine allgemeine Eigenschaft der Gele erwarten, da8 sie im- 
stande sind, die Molekiile des Lésungsmittels auseinanderzu- 
ziehen. Von einer erheblichen Trennung der Kreuze von den 
Punkten kann aber bei den Kurven des Blattes VII, die mit 


} j an eee 











—s- 18 © as 8 8 te das a5 8 30 as 35 Min 
Fig. 7. 
léslicher Starke als Versuchssubstanz aufgenommen sind, keine 
Rede sein. (Das hinter dem Gefrierpunkt gelegene Stiick der 
Kurve b ist, um Platz zu sparen, iiber diese gezeichnet worden.) 


Die Kreuze verlaufen mit sehr befriedigender Ubereinstimmung 
in der Punktkurve. Die a- und b-Kurve sind deswegen inter- 
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essant, weil Zsigmondy') beobachtet hat, daB8 das in der 
Kalte von Submikronen wimmelnde Gesichtsfeld in der Warme 
nur den Lichtkegel der Amikronen zeigt. Die Wiarmeténung, 
die diese Veranderung begleitet, kann nach meinen Versuchen 
nur klein sein. Ubrigens ist das Arbeiten mit léslicher Starke 
schon recht unangenehm, weil man die Starke in das heiBe 
Wasser schiitten mu8, wobei erhebliche Mengen an den Wanden 
des Rohres kleben bleiben, die die Fliissigkeitsmenge beim Ab- 
spiilen durch zahes Heften verringern. Diese hangengebliebenen 
Fliissigkeitsreste stéren auf alle Weise die Versuche, namentlich 
bei der Abkiihlung, so daB den bei 1 und 2 entgegengesetzt 
liegenden Differenzen der Kurven keine Bedeutung beizu- 
messen ist. 


Tabelle IX (zu Fig. 7, Kurve I). 
Starke Wasser 
I Il 
1/49 Millivolt 1/49 Millivolt 
9,0 9,4 0,5 I enthiilt lésliche Starke. 
10,2 10,5 1,5 
11,8 11,8 2.5 
13,0 13,5 3,5 


Bemerkungen 


16,1 5,5 
17,2 6,5 
17,8 18,2 7,5 
18,8 19,0 8,5 
19,6 19,9 9,5 
20,7 20,8 10,5 
21,6 21,8 11,5 
22,7 23,0 12,5 
23,7 13,5 
24,8 14,5 
25,7 

26,5 


15,7 
16,9 


t 
0 
1 
2 
3 
14,5 4 14,8 4,5 
5 
6 
7 
8 


1) Z. Erkenntn. d. Kolloide. Jena 1904, 174. 








Starke 
I 
1/19 Millivolt 
32,4 
32,9 
33,4 
34,1 
34,5 
35,0 
35,3 
35,9 
36,2 
36,6 
37,2 
37,6 
37,9 
38,2 
38,1 
38,5 
38,8 


37,9 
36,0 
34,1 
32,0 


28,2 


t 
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Wasser 
II 

1/19 Millivolt 
32,8 
33,2 
33,8 
34,3 
34,8 
35,2 
35,7 
36,1 
36,5 


37,5 
37,8 
38,1 


38,4 
38,5 
38,8 
39,0 


23,5 
21,7 
20,2 
18,9 
18,0 
16,5 
15,2 
14,0 
13,0 
11,7 
10,5 

9,7 


8,2 
7,3 
6,5 


Bemerkungen 


b-Kurve. 


87 
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Hier wird die Kurve abgebrochen, das Gefai8 langere Zeit 
bei 0° sich selbst iiberlassen, dann in die Kaltemischung ge- 
stellt. Nach Beendigung des Gefrierens: 


Starke 
I 
1/19 Millivolt 

— 0,5 
— 0,6 
— 0,8 
—1,0 
—1,0 
—1,1 
—1,3 
—1,5 
— 1,6 
— 2,4 


Starke 
I 
1/39 Millivolt 
10,1 
11,0 
11,9 
13,3 
14,7 
16,0 
17,3 
18,6 
20,0 
21,0 
22,1 


t 
0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 


Wasser 
II 
1/19 Millivolt 


Bemerkungen 


Tabelle X (zu Fig. 7, Kurve II). 


t 
0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 


Wasser 
II 
3/19 Millivolt 
10,8 
11,7 
13,0 
14,4 
15,6 
17,0 
18,2 
19,5 
21,0 
22,0 
23,1 
24,2 
25,2 
26,2 
27,3 
28,2 
28,8 
29,8 
30,8 
31,5 
32,2 
33,0 
33,8 
34,2 


t 
0,5 
1,5 
2,5 
3,5 
4,5 
5,5 
6,5 
7,5 
8,5 
9,5 

10,5 
11,5 
12,5 
13,5 
14,5 
15,5 
16,5 
17,5 


Bemerkungen 
I enthalt die Starke. 


I scheint diinnfliissiger. 


I ist noch stark opalescent. 








Starke 
I 
1/19 Millivolt 


34,2 
34,7 
35,1 
35,7 
36,0 
36,5 
36,9 
37,5 
37,8 
38,2 
38,5 
38,8 
39,2 
39,5 
39,5 
40,0 
39,5 
37,7 
35,8 
33,8 
32,8 
29,8 
28,0 
26,6 
25,0 
23,5 
21,8 
20,8 
19,2 
18,9 


15,8 


5,4 
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Wasser 


II 


1/19 Millivolt t 


35,0 
35,3 
35,8 
36,2 
36,8 
37,2 
37,5 
38,0 
38,5 
38,8 
39,0 
39,4 
39,8 
40,0 
40,1 
40,5 
37,8 
35,2 
34,2 


24,5 
25,5 
26,5 
27,5 
28,5 
29,5 
30,5 
31,5 
32,5 
33,5 
34,5 
36,5 
36,5 
37,5 
38,5 
39,5 

0,5 

1,5 

2,5 

3,5 

4,5 

5,5 

6,5 

7,5 

8,5 

9,5 
10,5 
11,5 
12,5 
13,5 
14,5 
15,5 
16,5 
17,5 


Bemerkungen 


Opalescenz schwicher, 


b-Kurve. 


89 
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Starke Wasser 
I I 
1/,9 Millivolt t 1/19 Millivolt 
5,0 28 3,8 
4,0 29 3,2 
3,2 30 2,3 
2.8 31 1,8 
2,1 32 — 
Gefriert in 75 Minuten. 
— 0,3 — 0,8 
— 0,5 —1,2 
— 0,8 —1,2 
— 0,9 —1,4 
vy om 
—1,1 —1,7 
—1,2 —1,9 6,5 
—1,2 — 2,0 7,5 
—17 — 2,0 8,5 
—1,9 — 2,3 9,5 
— 2,3 10 — 2,6 10,5 
— 2,9 ll — 3,2 11,5 
Dieselben Schwierigkeiten stellen sich auch beim Arbeiten 
mit Tannin ein, wobei noch hinzukommt, daB Tannin das Eisen 
der Thermoelemente angreift. So haben wir von Tannin die 
a-Kurven gar nicht und von den b-Kurven nur die um den 
Gefrierpunkt herum gelegenen Stiicke aufgenommen. Diese sind 
aus folgendem Grunde recht interessant. Niamlich bei gewéhn- 
licher Temperatur lést sich Tannin in Wasser in allen Ver- 
haltnissen auf, wihrend wenige Grade iiber Null seine Léslichkeit 
betrachtlich abzunehmen beginnt. 
os 
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Fig. 8. 


Die Resultate zeigen die Kurven I und II des Blattes VIII. 
Die Abscheidung des Tannins ist mit einer deutlichen Abkiihlung 
verbunden, die Kreuze trennen sich, je naher man an den 
0-Punkt herankommt, mehr und mehr von den Punkten, wihrend 
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sich oder sonst gerade in diesem Gebiete relativ geringen 
Temperaturgefalles Differenzen durch das dritte Temperatur- 
gefille gern auszugleichen pflegen. Die Trennung bleibt auch 
nach Beendigung des Gefrierens bestehen. Von einer Anwendung 
der Capillaritatstheorie hierauf kann aber gar keine Rede sein, 
da die Trennung schon vor dem Gefrieren begonnen hat und 
von einem Ausfallen des Tannins begleitet wird. Die Lésung 
triibt sich zunichst, die Triibung wichst, und schlieBlich bildet 
sich ein Tanninniederschlag. Wir haben es in diesem Falle 
mit einer schwachen, aber deutlichen Warmeténung zu tun. 


Tabelle XI. 


Tannin Wasser 


I II 
1/,9 Millivolt Bemerkungen 


1/19 Millivolt 
7,8 
6,8 
6,0 6,2 
5,3 5,5 


t 
0 7,6 Tenthalt das Tannin in 0,6 g. 
1 
2 
3 
4,8 4 5,0 
5 
6 
7 
8 


6,8 


4,0 4,1 
3,3 3,6 
2,7 2,9 
2,2 2,2 
1,5 9 1,4 I schwach triibe. 
1,1 10 0,8 
0,3 11 0,3 
0,0 12 0,0 
— 0,5 13 —0,4 
— 0,8 14 —0,5 Abscheidung. 
—1,0 15 —0,0 
—0 16 0,0 


— 0,3 73 — 0,2 Gefriert in 56 Minuten. 
— 0,3 74 —02 
— 0,4 75 —0,1 
— 0,5 76 — 0,0 
— 0,6 77 — 0,2 
— 0,7 78 — 0,3 
— 0,7 — 0,2 
— 0,9 80 — 0,3 
— 0,7 8l — 0,3 
—l1,1 82 — 0,4 
—1,2 83 — 0,5 
—1,3 — 0,6 
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Tannin Wasser 
I II 
1/,9Millivolt t 1/19 Millivolt Bemerkungen 
api 1,5 85 —- 0,7 
— 16 86 — 0,9 
—1,7 87 —1,0 
— 1,7 88 — 1,2 
—1,8 89 —1,7 
— 2,1 90 — 2,4 
— 2.5 91 — 3,0 
— 2,9 92 — 3,5 
—3,3 sos ~~ 


Tabelle XII (zu Fig. 8, Kurve II). 
Tannin Wasser 
I II 
1/59 Millivolt 2/59 Millivolt t Bemerkungen 
9,0 8,0 0,5 
8,5 7,2 1,5 ‘II enthalt 0,9 g Tannin. 
7,8 6,2 2,5 


6,5 
5,8 
4,5 


5,0 4,5 
4,0 5,5 
3,5 6,5 
2,8 7,5 
2,0 8,5 


t 
0 
1 
2 
7,2 3 5,8 3,5 
4 
5 
6 
8 


3,8 

3,2 9 — — 

2,2 10 1,0 10,5 

1,8 11 0,3 11,5 

1,3 12 0,0 12,5 

1,0 13 —0,7 13,5 

0,2 14 —1,0 14,5 

0 15 — — 

—_ — —1,8 16,5 Das Tannin hat sich in 
—1,0 17 — 2,0 17,5 Massen abgeschieden. 
— 0,5 18 —2,2 18,5 
— 0,8 19 — 0,0 19,5 

Gefriert in 52 Minuten. 
— 0,2 72 — 0,6 72,5 
— 0,0 73 — 0,8 73,5 
—0,1 74 —1,0 74,5 
— 0,1 75 —1,1 75,5 
—0,1 76 —1,3 76,5 
— 0,2 77 —1,6 77,5 
— 0,3 78 —1,7 78,5 
— 0,4 79 —1,9 79,5 





Uber das Ausfrieren von Gelen. 


Wasser 
II 
1/9 Millivolt 1/19 Millivolt t Bemerkungen 
80 — 2,0 80,5 
81 — 2,2 81,5 
82 — 2,5 82,5 
83 — 3,0 83,5 
84 — 3,2 84,5 
85 — 3,9 85,5 
86 — 4,4 86,5 


Um nun zum Ergebnis dieser Versuche zu kommen, so 
ist nunmehr klar, daB die Grundannahme, die wir in der Ein- 
leitung gemacht haben: nimlich, da8 die in einem rever- 
siblen Gele auf die Flissigkeit wirkenden Krafte sehr 
groBe sind, vollkommen falsch sein muB. 

Das folgt aus der Zusammenstellung der Resultate: 

Die beim Tannin beobachtete Abweichung liegt zwar im 
Sinne der Theorie, kann aber auch — und nach unserer Ansicht 
mit mehr Recht — ganz anders erklart werden. 

Beim Myricylalkohol und bei der Starke ist ein Effekt 
nicht zu beobachten, was mit einer groBen Wirkung unver- 
traglich ist. 

Bei der Gelatine ist das Ergebnis das umgekehrte, wie nach 
der Theorie zu erwarten wire. 

Wir wollen hier noch eins bemerken. Man hort gelegent- 
lich davon sprechen, daB die Gegenwart von Kolloiden das Auf- 
treten von Unterkiihlungen begiinstigen miiBte. Das haben 
wir aber nicht beobachten kénnen, wir fanden die Unter- 
kiihlungen nicht erheblich gréBer als die, wie sie auch beim 
Lésungsmittel vorkommen. 

Wenn nun bei der Trennung des Geles beim Ausfrieren 
in Substanz und Lésungsmittel keine bedeutenden Krifte zu 
iiberwinden sind, so sollte man bei der anderen médglichen 
Trennungsart — namlich durch Verdampfen des Lésungsmittels — 
dasselbe erwarten. Solche Versuche sind von Pauli ,,iiber die 
Verdampfungsgeschwindigkeit von Wasser in gequollener, ober- 
flichlich abgetrockneter Gelatine und Agarplatten in einem 
getrockneten Luftstrome angestellt worden. Es zeigte sich, dal 
der gréBte Teil des Wassers wie aus einer freien Flache ent- 
wich und da8 nur ein kleiner Rest mit groBer Gewalt fest- 
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gehalten wurde, der erst durch Trocknen bei 95° zu entfernen 
war.) Daraus folgt, da8 bei diesen reversiblen Gelen die Kraft, 
mit der die iiberwiegende Menge des im Gel befindlichen Wassers 
festgehalten wird, nur klein sein kann. 


———-T7 y + ~—7 


3 








ws 





Ss 8 


icylathoho! enth. cgr 


- 


SS 
ee 
| } 
zee 








ane 
































Wir fihrten ahnliche Versuche mit einem stark gealterten 
Chloroformgel des Myricylalkohols aus. Dasselbe war durch 
langsames Abkihlen einer ziemlich verdiinnten Myricylalkohol- 
lésung*) dargestellt und dann durch Umstiirzen des zuge- 
schlossenen Rohres und langeres Stehen getrocknet worden. 
Kurz vor dem Versuch wurde die Roéhre aufgesprengt, der 
Myricylalkohol in ein Wageglaschen getan, dieses auf eine ana- 
lytische Wage mit gedffneten Tiiren gestellt und die Zeit be- 
stimmt, zu der ein bestimmtes, schon vorher aufgelegtes Ge- 
wicht erreicht war. 

Die Ergebnisse zeigt die Kurve der Fig. 9. Sie stehen 
mit Paulis Befund in bester Ubereinstimmung. 

Als Resultat dieser Arbeit méchten wir hinstellen, da8 
die Krafte, die in reversiblen Gelen zwischen dem 
Kolloid und der adsorbierten Fliissigkeit auftreten, 
nur klein sein kénnen. 

Bei irreversiblen Gelen mégen und werden die Verhiltnisse 
wohl andere sein, wie schon die Zahigkeit beweist, mit der sie 
ihr Wasser. beim Austrocknen festhalten. Diese und tierische 
und pflanzliche Gewebe werden demnichst untersucht werden. 


1) Miller, Allgemeine Chemie der Kolloide, Leipzig 1907, S. 106. 
*) Jahresber. d. vaterlind. Ges. f. schles. Kultur 1809. 





Weitere Untersuchungen zur Frage des Duodenaldiabetes. 
Von 


Siegfried Rosenberg, Berlin. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Kgl. landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 11. April 1909.) 


Im 121. Bande des Pfliigerschen Archivs hatte ich vor 
etwas mehr als Jahresfrist iiber Duodenalresektionen berichtet, 
welche ich an Hunden ausgefiihrt hatte zur Priifung der Frage, 
ob auch bei diesen Tieren der Duodenaldiabetes in die Er- 
scheinung trete, den E. Pfliiger bei Fréschen beobachtet hatte. 
Es war namlich von Pfliiger behauptet worden, daB wenn man 


Fréschen das Duodenum herausschneidet, oder das Mesenterium 
zwischen Duodenum und Pankreas durchtrennt, oder die in 
diesem Mesenterialabschnitt verlaufenden Nerven funktions- 
unfahig macht, dann ein schwerer, bis zum Tode der Tiere an- 
haltender Diabetes sich einstellt, welcher den durch Pankreasexstir- 
pation erzeugten an Intensitét noch iibertreffen sollte. Das 
Zustandekommen dieses Duodenaldiabetes erklart Pfliiger durch 
die Annahme, daB einer in der Bauchspeicheldriise gelegenen 
Arbeitskraft die Aufgabe zufalle, das Anwachsen des Zucker- 
gehaltes in den Gewebssaften zu hindern. Diese antidiabetische 
Kraft werde dem Pankreas durch Nerven verliehen, welche 
vom Duodenum herkommen; ihre vollkommene Zerstérung 
durch die angefiihrten Operationen hemme die Bildung von 
antidiabetischem Ferment und miisse daher eine dauernde 
Zuckerausscheidung zur Folge haben. 

Mit dieser Auffassung Pfliigers standen die Resultate nicht 
in Einklang, welche Ehrmann-Lauwens und ich nach Duo- 
denalresektionen an Hunden erhalten hatten. Denn obwohl hier 
der Pfliigerschen Forderung: alle nervésen Verbindungen 
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zwischen Darm und Driise zu unterbrechen, vollkommen ge- 
niigt war, trat — abgesehen von vereinzelten Glykosurien vor- 
tibergehender Natur — doch kein Diabetes auf, trotzdem 
verschiedene Tiere den Eingriff hinreichend lange iiberlebten, 
um den von Pfliiger gegen Ehrmann erhobenen Einwand, 
da8 nur ein vorzeitiger Tod der Tiere die Zuckerharnruhr 
nicht habe in die Erscheinung treten lassen, als ganz unzulanglich 
zu erweisen. Immerhin schien mir selber jedoch groBe Vor- 
sicht in der Beurteilung der ganzen Sachlage aus dem Grunde 
geboten, weil schon lange vor Pfliiger von zwei italienischen 
Forschern, de Renzi und Reale, die Existenz eines Duodenal- 
diabetes behauptet worden war und auch durch entsprechende 
Operationen an Hunden gesichert erschien. Um zu einem 
endgiiltigen und abschlieBenden Urteil zu gelangen, war es also 
durchaus notwendig, die Frage noch weiter zu bearbeiten und 
sowohl die Behauptungen de Renzi’s und Reale’s, als auch 
die Pfliiger’s selber einer Nachpriifung zu unterziehen. 

Inzwischen sind eine ganze Reihe von Duodenalresektionen 
an Hunden auch von anderen Forschern ausgefiihrt worden, die 
entsprechend Ehrmanns und meinen Befunden in bezug 
auf eine dauernde Zuckerausscheidung zu negativen Resultaten 
fiihrten. So sah Minkowski bei zwei Hunden, denen er mit 
dem gréBten Teil des Pankreas das Duodenum total entfernte, 
nach einer voriibergehenden Glykosurie keine weitere Zucker- 
ausscheidung eintreten, auch dann nicht, wenn die Tiere reichlich 
mit Kohlenhydraten gefiittert wurden. Als aber einem der Hunde 
4 Wochen nach der Darmresektion der Pankreasrest fort- 
genommen wurde, da war sofort ein Diabetes mit sehr erheb- 
licher Zuckerausscheidung vorhanden. 

Visentini machte an 8 Hunden Duodenalresektionen, die 
er zum Teil mit partiellen Pankreasexstirpationen kombinierte, 
und auch er konnte in keinem Falle einen dauernden Diabetes 
beobachten. 

Tiberti fand bei 9 Hunden, denen er das Duodenum 
fortgenommen hatte, niemals eine Zuckerharnruhr; doch la8t 
sich gegen seine Befunde der Einwand erheben, da8 seine 
Versuchstiere zu schnell gestorben seien, als daB seinen Schliissen 
eine Beweiskraft zugesprochen werden kénnte. Dagegen blieben 
von 30 Hunden, denen Cimoroni nicht bloB8 das Duodenum, 
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sondern auch ein Drittel des Magens reseziert hatte, 4 Tiere 
5 bis 12 Tage am Leben, ohne eine Spur von Zucker im Urin 
auszuscheiden. 

Gegen diese ausgedehnten Operationen kénnte ein Einwand 
erhoben werden, den Pfliiger angesichts der positiven Befunde 
de Renzi’s und Reale’s Minkowski gegeniiber geltend macht, 
namlich, da8 ,eine ungeheuer groBe Zahl von Organen verletzt 
und Nervenplexus zerschnitten“ worden seien, ,die von de Renzi 
und Reale gar nicht beriihrt worden sind“. Die Verschieden- 
heit der Operationseingriffe soll also die Verschiedenheit der 
Wirkung erkliren. Ein derartiger Einwand ist aber vollkommen 
unzulassig. Denn zunichst ist bisher noch von niemand, auch 
von Pfliiger nicht, ein Beweis dafiir erbracht worden, da8 
die Verletzung zahlreicher Organe und die Durchschneidung 
vieler Nervenplexus das Zustandekommen eines Diabetes ver- 
hindert. DaB®B dieses nicht geschieht, geht ja gerade aus der 
bei Minkowski’s erstem Hunde gemachten Beobachtung hervor, 
bei dem trotz aller dieser Lasionen ein Diabetes eintrat, als 
4 Wochen nach der Duodenalresektion der Pankreasrest ent- 
fernt wurde. Ferner ist ausschlieBlich und allein bei diesen 
ausgedehnten Operationen der Pfliigerschen Forderung Geniige 
geleistet, alle zwischen Duodenum und Pankreas verlaufenden 
Nervenbahnen zu durchtrennen, nicht aber bei dem Verfahren 
von de Renzi und Reale, welche den Darm erst unterhalb 
der Einmiindungsstelle des Wirsungschen Ganges resezierten, 
so daB alle oberhalb desselben zwischen Darm und Driise 
verlaufenden Nerven vollkommen intakt und funktionsfahig 
blieben. Nun vertritt Pfliiger den Standpunkt, daS ein 
Diabetes nicht eintreten kénne, wenn das Pankreas Gelegenheit 
habe, sich mit den nervésen Zentren in Beziehung zu setzen. 
Das ist aber bei dem Operationsverfahren von de Renzi und 
Reale sicher der Fall; also muB entweder Pfliigers Theorie 
falsch sein, wenn die Beobachtung der italienischen Forscher 
richtig ist, oder aber Pfliiger’s Theorie ist richtig, und dann 
muB8 ein Fehler in der Beobachtung de Renzi’s und Reale’s 
stecken. Jedenfalls also war es notwendig von diesem Gesichtspunkt 
aus und weil diese Forscher ganz allein und im Gegensatz zu 
allen anderen Experimentatoren nach Duodenalresektion einen 


Diabetes gemeldet hatten, zu priifen, ob eine unterhalb der 
Biochemische Zeitschrift Band 18. 7 
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Einmiindungsstelle des Wirsungschen Ganges vorgenommene 
Darmresektion tatsachlich zu einer dauernden Zuckerausscheidung 
fiihrt. Eine derartige Nachpriifung war schon vor vielen Jahren 
von Weintraud vorgenommen worden, woriiber Minkowski 
folgendes berichtet: ,Unter zehn Versuchen, bei welchen der 
Diinndarm einschlieBlich des Duodenums in mehr oder weniger 
groBer Ausdehnung (bis zur Lange von 3 bis 4 m) exstirpiert 
wurde, fand Weintraud nur 4 mal ganz voriibergehend gering- 
fiigige, quantitativ nicht bestimmbare Zuckermengen im Harn. 
Ein Diabetes trat bei keinem dieser Tiere ein.“ 

Ich selber habe in bezug auf diese Frage folgenden Ver- 
such angestellt: 

Einer Terrierhiindin von 8600 g Gewicht wird am 30. IV. 08 der 
Diinndarm von da an, wo der Processus uncinatus des Pankreas an den- 
selben herantritt, in einer Ausdehnung von ca. 40 cm reseziert. Die 
durchschnittenen Darmlumina werden durch doppelte Nahtreihe in sich 
geschlossen und die Darmkontinuitét durch Seit- an Seitanastomose 
wiederhergestellt. Zur Hebung der Herzkraft erhalt der Hund nach Be- 
endigung der Operation eine Subcutaninjektion von 0,75 com einer 1/9, 
Epirenanlésung. Der am 1. V. entleerte erste Urin enthielt Zucker; von 
da an bis zur Beendigung der Beobachtung am 20. V. war er stets 
zuckerfrei. Die Untersuchungen auf Dextrose wurden stets mittels der 
Reduktionsmethode nach Fehling, mittels der Garung und Polarisation 
vorgenommen, Am 20. V. werden dem Hunde im niichternen Zustande 
nach vorangegangener Morphinisierung 50 ccm 10°/, NaOH -Lésung 
mittels Schlundsonde in den Magen gegossen. Es erfolgt Erbrechen, 
worauf der Einlauf sofort wiederholt wird. Am nachsten Morgen ist der 
Hund tot. Urin war nicht mehr gelassen worden, auch war die Blase 
leer und fest kontrahiert. Bei der Obduktion erwies sich der Magen 
und die daranstoBende obere Duodenalpartie als gangranés; die Resek- 
tionsstelle war mit der Nachbarschaft vielfach verwachsen. 

Pfliger selber hat drei gelungene Darmresektionen nach 
der Methode von de Renzi und Reale ausgefiihrt. Bei einem 
seiner Hunde, bei dem die Beobachtung iiber 28 Tage aus- 
gedehnt wurde, fand sich niemals eine Spur von Glykosurie, bei 
den beiden anderen wurden periodisch ganz geringfiigige Zucker- 
ausscheidungen beobachtet. Es handelte sich also auch in den 
Pfliigerschen Fallen nicht um Diabetes, sondern nur um vor- 
iibergehende Glykosurien. Pfliiger sieht hierin allerdings eine 
periodisch auf und ab schwankende diabetische Disposition, die 
mit antidiabetischer wechselt, und ist geneigt, diese Erscheinung 
zu erklairen ,aus dem Kampfe antagonistischer Krafte, welche 








Weitere Vntersuchungen des Duodenaldiabstes. 99 


den Stoffwechsel der Kohlenhydrate regeln“. Nun ist dieser 
Kampf antagonischer Krafte etwas sehr Hypothetisches, und es 
fragt sich, ob die beobachteten Erscheinungen sich nicht sehr 
viel einfacher erklaren lassen. Das ist in der Tat der Fall, 
wie folgende Beobachtung lehrt. 

Am 29. III. 09 wird eine ganz normale, 8300 g schwere Hiindin, an 
der noch nie ein operativer Eingriff vorgenommen worden war, in einen 
Stoffwechselkafig gesetzt und mit dem aus Fleisch und Reis bestehenden 
Normalfutter unserer Laboratoriumshunde gefiittert. Am 30. III. zeigt 
der Urin dieses Hundes bei Anstellung der Worm -Miillerschen Reaktion 
deutliche Griinférbung und scheidet innerhalb der nichsten 24 Stunden 
ein geringes Sediment von wenigen Kérnchen roten Kupferoxyduls aus. 
Nach der Girung bleibt die Griinfarbung bestehen, ein Sediment fiallt 
aber nicht mehr aus. Am 31. III. zeigt der Harn abermals Griinfarbung 
und Ausfallen eines roten Sediments in Spuren; nach dem Vergiren 
wird kein Sediment mehr ausgefallt und keine griine Reaktion mehr er- 
zielt. Am 1. IV. wird kein Urin entleert; der am 2. IV. entleerte gibt 
mit dem Worm-Miillerschen Reagens wieder Griinfirbung, die nach der 
Giarung nicht verschwindet. 

Aus diesem Versuch ergibt sich — da die durch Vergaérung 
zum Schwinden zu bringende Ausfallung von rotem Kupfer- 
oxydul sicherlich auf das Vorhandensein kleiner Zuckermengen 
im Harn zu beziehen ist — erstens, daB kleine Zuckermengen 
auch von einem normalen, nicht operierten Hunde aus- 
geschieden werden kénnen, und zweitens, daB das Eintreten von 
Griinfarbung bei Anstellung der Worm-Miillerschen Reaktion 
nicht ohne weiteres auf das Vorhandensein von Zucker bezogen 
werden darf, da bei diesem Hunde, wie auch bei einem zweiten, 
die Griinfarbung nicht immer nach der Vergaérung verschwand. 
Jedenfalls besteht nach dem Ausfall dieses Versuches gar keine 
Notwendigkeit, eine voriibergehende geringfiigige Zuckeraus- 
scheidung beim Hunde als eine durch eine etwaige Darm- 
resektion bedingte diabetische Disposition zu betrachten, vielmehr 
ist danach auch fiir die Pfliigerschen Hunde die Deutung 
zulaissig, daB es sich auch bei ihnen lediglich um eine physio- 
logische Glykosurie gehandelt habe, die zu dem vorangegangenen 
operativen Eingriff in gar keiner Beziehung steht. — Wenn 
neuerdings de Renzi und Reale geneigt sind, die von ihnen 
gemeldeten Zuckerausscheidungen nach Duodenalresektion auf 
das Konto der dabei entstandenen multiplen Verwachsungen 
zu setzen, so geben sie damit doch selber zu, daB die Ent- 
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fernung des Duodenums an sich fiir die Entstehung des Diabetes 
gar nicht das Wesentlichste ist. Pfliiger sucht ihre Position 
allerdings durch folgende Bemerkung zu halten: 

,»»Die italienischen Forscher legen ein besonderes Gewicht darauf, daB 
bei ihrem Verfahren eine bedeutende Verklebung der Darmschlingen 
unter sich und mit ihrer Nachbarschaft eintritt. Ich glaube in der Tat, 
daB hierin vielleicht der Schliissel zum Verstaindnis der Ergebnisse zu 
suchen ist. Man mu8 daran denken, daB wegen der Verwachsungen bei 
den peristaltischen Bewegungen der Gedirme vielfache Zerrungen fort- 
wahrend vorkommen, welche eine MiBhandlung der Nervengeflechte der 
Serosa, der Muscularis und der Mucosa bedingen. Es kénnen hierbei 
die Funktionen von Hemmungs- und Erregungsnerven, d. h. verschieden- 
artige Kombinationen antagonistischer Krifte sich geltend machen.“ 

Diese Spekulation steht mit den Tatsachen nicht in Ein- 
klang, wie jeder weiB, der wie ich Hunderte von Laparotomien 
am Hunde ausgefiihrt und in Dutzenden von Obduktionen das 
Vorhandensein von Verwachsungen konstatiert hat, ohne da8 
diese — wie de Renzi und Reale wollen — zu einem dauern- 
den Diabetes gefiihrt hitten. Ich will aber zwei positive Bei- 
spiele anfiihren. Bei dem oben erwahnten Versuch, bei dem ich 
zur Nachpriifung der Behauptungen de Renzi’s und Reale’s 
einem Hunde nach der Methode der italienischen Forscher das 
Duodenum reseziert hatte, fand ich bei der ca. 3 Wochen nach 
der Operation ausgefiihrten Obduktion vielfache Verwachsungen 
zwischen der Resektionsstelle und den Nachbarorganen. Eine 
Zuckerausscheidung hatte aber nur am Tage nach der Operation 
stattgefunden, bei der noch dazu dem Hunde zur Hebung der 
Herzkraft eine Epirenaninjektion gemacht worden war, die allein 
schon die voriibergehende Glykosurie bedingt haben kann. Ferner, 
gelegentlich meiner Untersuchungen: ,,Uber den Einflu8 des 
Pankreas auf die Resorption der Nahrung‘ ist bei Hund V ge- 
legentlich einer Relaparotomie vermerkt, daB ,,viele straffe Ad- 
hasionen zu lésen waren’. Und trotzdem war der Harn, 
wie aus den einzelnen Versuchsprotokollen hervorgeht, stets frei 
von Zucker gefunden worden. 


Ziehen wir aus den bisher besprochenen Versuchen und 
Betrachtungen die Summe, so ergibt sich, daB weder totale 
Resektionen des Duodenums, noch partielle nach de Renzi 
und Reale beim Hunde jemals einen Diabetes zur Folge gehabt 
hat, wie ihn Pfliiger bei seinen Froschversuchen gesehen hat. 
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Eine klinische Beobachtung von E. Zack schien dann aber 
doch eine neue Stiitze fiir das Vorhandensein eines Duodenal- 
diabetes auch beim Warmbliiter abzugeben. Zack hatte nim- 
lich Gelegenheit, drei Selbstmérder zu beobachten und zu ob- 
duzieren, welche sich durch das Trinken atzender Fliissigkeiten 
ums Leben gebracht hatten. Bei zweien von ihnen wurde im 
Urin Zucker ausgeschieden, und bei diesen beiden war neben 
Oesophagus und Magen auch das Duodenum veritzt. Bei dem 
dritten, bei dem das Duodenum intakt gefunden wurde, war 
der Urin auch frei von Zucker. Diese Beobachtung war die 
Veranlassung zu systematischen Untersuchungen, durch welche 
festgestellt werden sollte, ob durch Veratzung der Duodenal- 
schleimhaut eine Zuckerausscheidung herbeigefiihrt werden kénne. 
Zunichst veritzten Eichler und Silbergleit Hunden mittels 
Lauge, bezichentlich mittels des Pacquelin die Duodenalschleim- 
haut, nach deren tiefgehender Zerstérung sie stets Zucker im 
Urin fanden. Sie beobachteten aber auch Glykosurie, wenn in 
analoger Weise die Schleimhaut tiefer gelegener Diinndarmpar- 
tien zerstért wurde, eine Beobachtung, die kurz darauf von 
Zack bestatigt wurde. Das Duodenum verhielt sich also nicht 
anders als andere Diinndarmabschnitte. Die Zuckerausscheidung 
trug nach Dauer und Intensitaét stets den Charakter einer vor- 
iibergehenden Glykosurie; eine Pankreasschadigung lag ihr nach 
MaBgabe der Obduktionen nicht zugrunde, und die Autoren kommen 
zu dem SchluB, daB es sich bei ihren Versuchen nicht um einen 
Diabetes, sondern um eine hepatogene Glykosurie gehandelt habe, 
unter Hinweis auf die Tatsache, daB starke Reize des Nerven- 
systems die Leber zu einer Glykogenausschiittung veranlassen 
und so die Ursache fiir eine Zuckerausscheidung geben kénnten. 
An dieser Auffassung der Autoren iibt Pfliiger eine iiberaus 
scharfe Kritik und sieht im Gegensatz zu Eichler und Silber- 
gleit in der der Veritzung folgenden Zuckerausscheidung nicht 
eine voriibergehende Glykosurie, sondern eine diabetische Mani- 
festation. Da8 die Zuckerausscheidung keinen dauernden Charak- 
ter hat, erscheint ihm ganz natiirlich. Denn — meint er — 


es ist doch zu beachten: 

»daB bei den bisher geiibten Exstirpationen oder den Atzungen der 
Schleimhaut des Diinndarmes nur ungefabr !/,) derjenigen Region be- 
troffen wird, welche glykosurische Beziehungen besitzt, die wohl un- 
zweifelhaft durch die nervésen ganglidsen Plexus der Darmwand vermittelt 
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werden. Fest steht aber das allgemeine Naturgesetz, daB der durch Zer. 
stérung oder Schidigung eines Organes bedingte Funktionsausfall schnell 
ersetzt wird dadurch, daB andere Organe, welche dieselbe Funktion aus- 
iiben, durch gesteigerte Arbeit den Schaden ausgleichen. Ist also ein 
kleiner Teil des Nervenorganes in der Darmwand geschadigt, kompensiert 
sofort der viel gréBere unbeschidigte Teil den entstandenen Verlust.‘ 

Ist diese Betrachtung richtig — und ihre Richtigkeit soll 
nicht angezweifelt werden —, so ergibt sich m. E. daraus mit 
Sicherheit, da8 Ehrlich und Silbergleit in der Tat nur eine 
voriibergehende Glykosurie und keinen Diabetes vor sich gehabt 
haben. Denn der Diabetes stellt eine Stoffwechselstérung dar, 
bei welcher der Organismus die Fahigkeit, Zucker in normalem 
Ausma8 zu oxydieren, dauernd verloren hat. Kann er also 
die Anomalie durch irgend eine kompensatorische Einrichtung 
noch beseitigen, so treten wieder normale Verhiltnisse ein, das 
heiBt in diesem Falle, es ist kein Diabetes vorhanden. Ganz 
gleichgiiltig ist es ferner, daB — wie Pfliiger anfiihrt — Claude 
Bernard und auch andere, die nach dem Zuckerstich auf- 
tretende und meist innerhalb weniger Stunden abklingende Gly- 
kosurie als Diabetes bezeichnet haben. Das beweist nur, da 
selbst hervorragende Autoren sich gewisse sprachliche Nach- 
lassigkeiten zuschulden kommen lassen, indem sie die Be- 
zeichnungen ,,Glykosurie“ und ,,Diabetes‘‘ promiscue gebrauchen, 
aber es beweist nicht, da8 voriibergehende Zuckerausscheidungen 
und Diabetes identische Begriffe sind. 

Ferner macht Pfliiger fiir das schnelle Abklingen der 
Glykosurie in den Fallen von Ehrlich und Silbergleit die 
Wabhrscheinlichkeit geltend, daB nach der Atzung sehr schnell 
eine Restitutio ad integrum eingetreten sei; und in dieser Hin- 
sicht fiihrt er an, daB er selbst einen Fall beobachtet habe, 
in welchem 10 Tage nach sehr energischer Héllensteinatzung die 
mikroskopische Untersuchung der geatzten Schleimhaut nirgends 
ein Fehlen der Zotten oder gréBere Narben erkennen lieB. Es 
liegt auch eine klinische Beobachtung vor, welche dafiir spricht, 
daB die Zuckerausscheidung nur so lange andauert, als die Lasion 
vorhanden ist, namlich ein Fall von Sohlern, der bei einem 
Patienten mit Duodenalgeschwiir eine Glykosurie konstatierte, 
die mit der Heilung des Geschwiires verschwand. Aber ein 
solcher Fall stiitzt doch nur die Auffassung Eichlers und 
Silbergleits, daB die Zuckerausscheidung eine Folge der 
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Reizung sensibler Nerven sei, also ein Reflexreiz, wie ihn Pfliiger 
selber zur Erklarung der von ihm beobachteten voriibergehen- 
den Glykosurie nach Durchschneidung des Peritoneums zwischen 
Magen und Pankreas heranzieht. Wenn also Pfliiger in diesen 
Versuchen, entgegen der Auffassung der Autoren selber, eine 
Stiitze fiir die Lehre vom Duodenaldiabetes sieht, so kann dem 
schlechterdings nicht beigestimmt werden. 

Ebensowenig beweisend fiir die Pfliigersche Lehre scheinen 
mir die Beobachtungen, welche R. Gaultier an zwei Hunden 
machte, denen er die Duodenalschleimhaut mittels des Héllen- 
steinstiftes veritzt hatte. Das eine Tier iiberlebte den Eingriff 
4 Tage, wahrend welcher es dauernd Zucker ausschied. Der 
andere Hund, welcher sich nach dem Eingriff vollkommen er- 
holt hatte, war bis zu seiner Tétung 11 Tage lang glykosurisch. 
Was an diesen Beobachtungen wenig befriedigt, ist die groBe 
Ungenauigkeit der Mitteilung. Gaultier gibt mit keinem Worte 
an, auf welche Weise er das Vorhandensein von Zucker nach- 
gewiesen hat. Er schatzt seine Menge beim ersten Hunde auf 
,ungefahr 10 g im Liter Harn. Auffallend ist dabei die 
Bemerkung, daB die Zuckerausscheidung wahrend der 4 Tage 
des Uberlebens anhielt, wahrend die Autopsie Heilung der 
geaitzten Stelle ergab. Das stimmt nicht mit Pfliigers An- 
schauung iberein, nach welcher die Wiederherstellung normaler 
Verhaltnisse an der Schleimhaut auch zu einem Aufhéren der 
Glykosurie fiihrt. — Auch iiber den zweiten Hund Gaultiers 
erfahren wir nichts Genaues. Er schied bis zu seiner Tétung 
dauernd Zucker aus, doch nahm die Menge immer mehr ab. 
Auf welche Weise die Zuckerdiagnose gesichert und die Zucker- 
menge bestimmt wurde, erfahren wir auch in diesem Falle nicht; 
es wird nur berichtet, daB die Zuckerausscheidung im Harn ,,unge- 
fahr 3 bis 4g im Liter‘ betrug. Das Tier wird getétet, aber ein 
Obduktionsbericht nicht gegeben. — Oberflichlicher kann eine 
wissenschaftliche Mitteilung wahrlich nicht sein, und darum ist sie 
als Beweismaterial zur Lésung eines Problems auch wenig 
geeignet. 

Ich selber habe sieben Hunden mit 15°/, Natronlauge und 
zweien mit dem Héllensteinstift das Duodenum veratzt. Da die 
Versuche stets gleichsinnig ausfielen, so will ich nur einige 
als Beispiele anfiihren. 
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Am 16. VI. 08 wird ein Hund laparotomiert, der Magen an der Pars 
pylorica eréffnet und ein Gummiréhrchen durch den Pylones in das 
Duodenum eingefiihrt. Durch dieses Réhrchen werden in das distal- 
warts zugeklemmte Duodenum 50 ccm 15°/, NaOH-Lauge eingegossen, nach 
ca. 5 Minuten die Abklemmung des Darmes aufgehoben und Magen- und 
Bauchwunde geschlossen. 

Am 17. VI. scheidet der Hund einen alkalisch reagierenden, eiwei8- 
haltigen Urin aus, der nach dem EnteiweiBen F eh ling sche Lésung reduziert, 
optisch aber inaktiv ist und mit einer wirksamen Hefe keine Garung ergibt. 

Am 18. VI. zeigt der Harn dieselben Eigenschaften, nur ist die 
Reduktion schwicher als tags zuvor. Girung und Polarisation sind 
auch in dieser Harnportion negativ. An diesem Tage stirbt der Hund, 
und die Obduktion ergibt Nekrose des Darmes. 

Wenn in diesem Falle der reduzierende Kérper im Harn als Zucker 
angesprochen werden soll, so war seine Menge jedenfalls so minimal, daB 
sie durch Girung und Polarisation nicht nachgewiesen werden konnte, — 

Am 17. VI. 08 wird ein Hund genau in derselben Weise, wie der 
vorige veritzt. Er stirbt am 18. VI. infolge totaler Nekrose des Duo- 
denums. Der Harn, den er am Tage der Operation entleert hatte, sowie 
der in der Blase befindliche, ist blutig und reagiert alkalisch: Nach dem 
EnteiweiBen reduziert er Fehlingsche Lésung, dreht aber die optische 
Ebene nicht und gibt mit einer wirksamen Hefe keine Garung. Also 
auch in diesem Falle kann es sich allenfalls um nur minimale Zucker- 
spuren gehandelt haben. 

Am 17. II. 09 wird ein Hund laparotomiert, die Pars pylorica des 
Magens eréffnet, von der Magenwunde ein Hillensteinstift durch den Pylorus 
in das Duodenum eingefiihrt und hier mehrere Minuten hin und her 
bewegt. Ein ca. 2 cm langes Stiick des Argentumstiftes bricht ab und 
verschwindet im Darm. Am niachsten Morgen wird der Hund tot vor- 
gefunden. Bei der Obduktion erweist sich die Schleimhaut des Pylorus 
und des Duodenums in einer Ausdehnung von ca. 4 cm vollkommen ver- 
atzt, ist grauweiB und lederhart. Die Blase ist strotzend mit ikterischem 
Urin gefiillt, der Worm-Miillersche Liésung lebhaft reduziert, aber 
weder optische Aktivitét noch Garung erkennen l48t. — Auch hier 
kann es sich also héchstens um Zuckerspuren gehandelt haben, voraus- 
gesetzt, daB der reduzierende Kérper itiberhaupt Zucker war. 

Am 2, III. 09 wird ein kleiner Hund von 7000 g Gewicht laparoto- 
miert, das Duodenum unmittelbar hinter dem Pylorus eréfinet und die 
Schleimhaut mit dem Héllensteinstift mehrere Minuten lang touchiert. 
Der Darm wird sofort hart wie Leder, so daB bei der Naht die Darm- 
nadeln zerbrechen und schlieBlich mit gewdhnlichen dreikantigen Nadeln 
geniht werden muB. Da die Schnittrinder sich infolge der Harte des 
Darmes nicht gut aneinander legen, wird die Nahtstelle durch Uberpflanzen 
eines Netzstiickes gesichert. 

Am 4. III. hat der Hund den ersten Urin entleert. Derselbe redu- 
ziert Worm-Miillersche Lésung, zeigt schwache Rechtsdrehung und 


geringfiigige Garung. 
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Am 5. III. fallt Polarisation und Gahrung bereits negativ aus, 
wahrend der Harn mit dem Worm-Miillerschen Reagens eine griine 
Farbe annimmt und im Laufe der nichsten 24 bis 48 Stunden ein mini- 
males gelbrotes Sediment aus wenigen Kérnchen Kupferoxydul und 
Kupferoxydulhydrat ausfallen la8t. Nach Vergirung gibt der Harn 
wieder mit Worm-Miiller eine griine Farbe, laBt aber kein Sediment 
mehr ausfallen. 

Dieses Verhalten zeigt der Urin bis zum 18. III. 

Am 19. III. werden dem Hunde beide Hoden exstirpiert. Der nach 
dieser Operation am 21. III. entleerte erste Urin reduziert Worm-Miiller- 
sche Lésung sehr kraftig unter Ausfallung einer gréBeren Menge roten Sedi- 
ments, dreht die optische Ebene nach rechts und gibt mit Hefe eine 
deutliche Garung. 

Vom 22. III. bis zum 2. IV., wo die Untersuchung abgebrochen 
wird, verhalt sich der Harn genau so wie vor der Kastration. 

Bei diesem Hunde hat sich also nur im ersten Harn nach der Ver- 
atzung eine Zuckermenge gezeigt, die durch Polarisation und Garung 
nachweislich war. Aber die gleiche Erscheinung trat auch in der ersten 
nach der Kastration entleerten Urinportion auf. Und wenn man hier die 
Glykosurie ohne Zweifel als eine Folge der Reizung sensibler Nerven an- 
sehen muB, so steht nichts im Wege, auch die nach der Atzung eintretende 
Zuckerausscheidung in gleichem Sinne zu deuten. 

Auch an den iibrigen Beobachtungstagen enthielt der Harn zweifellos 
Zuckerspuren; das geht hervor aus der Tatsache, daB nach der Reduk- 
tion sich bei lingerem Stehen Spuren von Kupferoxydul und Kupfer- 
oxydulhydrat absetzten, die in vergorenem Harn nicht zur Ausscheidung 
gelangten. Allein diese Mengen waren genau so minimal, wie ich sie 
auch — worauf oben schon hingewiesen wurde — bei einem ganz nor- 
malen, nicht operierten Tiere beobachten konnte. Und demgemaB halte 
ich es fiir zulissig, sie fiir den Ausdruck einer physiologischen Glykosurie 
zu halten, und das um so mehr, als sie einerseits eben nur durch die 
iiberaus empfindliche Worm-Miillersche Reaktion nachweisbar waren, 
und wir andrerseits durch Schéndorff’s Untersuchungen dariiber belehrt 
worden sind, da8 physiologische Glykosurien viel haufiger und in viel 
weiteren Grenzen vorkommen, als man das bis dahin allgemein annahm. 

Aus der Summe aller mitgeteilten Atzversuche ergibt sich 
also — soweit die Beschreibung eine Kontrolle gestattet —, 
daB die danach beobachteten Zuckerausscheidungen nur sehr 
geringfiigig und schnell voriibergehend waren, daB es sich dabei 
aller Wahrscheinlichkeit nach um einen Reflex auf die Reizung 
sensibler Nerven gehandelt habe, und daB sie schlechterdings 
nicht als Beweise fiir die Existenz eines Duodenaldiabetes an- 
gesprochen werden kénnen. 

Es bleibt noch ein wichtiger Versuch zu besprechen, durch 
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welchen Herlitzka einen Beweis fiir die Richtigkeit der Pfliiger- 
schen Lehre gebracht zu haben glaubt. In der Absicht, die 
Ganglienzellen des Darmes zu vergiften und funktionsunfahig zu 
machen, spritzte dieser Autor Fréschen vom Magen her ein Nicotin- 
Vaselingemisch in das Duodenum, welches an einer weiter 
abwirts gelegenen Stelle unterbunden war, so daB das Nicotin- 
gemisch an Ort und Stelle liegen bleiben muBte. Kontrolltiere 
erhielten reines Vaselin in den Darm gespritzt, anderen wurde 
nikotinhaltiges Vaselin unter die Riickenhaut injiziert. Wahrend 
nun die Kontrolltiere nur ausnahmsweise geringe Zuckermengen 
ausschieden, geschah das von den Versuchsfréschen fast regel- 
maBig und zum Teil in bedeutendem MaBe, und Herlitzka 
kommt auf Grund dieser Versuchsergebnisse zu folgendem 
Schlu8: ,.Was aus meinen Versuchen mit Sicherheit hervorgeht, 
ist die Notwendigkeit der Unverletztheit der Ganglienzellen, 
der Duodenumwand fiir die normale innere Sekretion der Pankreas, 
und damit habe ich die Pfliigerschen Versuche sowie seine Lehre 
der Abhangigkeit der inneren Sekretion von dem Nervensystem 
vollkommen durch eine neue Methode bestatigt.“ Ein solcherSchlu8 
wiirde allenfalls berechtigt sein, wenn das Nicotin lediglich 
lahmend auf die Ganglienzellen des Darmes einwirken wiirde. Wir 
wissen aber, daB es nur wenige Organe gibt, die von diesem Gift 
nicht beeinfluBt werden. So steht es fest, da8 durch Nicotin 
gerade beim Frosch die Atmung sehr schnell herabgesetzt wird, 
und da8 das Blut mit Nicotin vergifteter Tiere die Eigenschaften 
des Erstickungsblutes zeigt. Daraus laBt sich schlieBen, daB das 
Gift die Sauerstoffversorgung des tierischen Kérpers herabsetzt, 
und da Sauerstoffmangel bekanntlich zur Glykosurie fiihrt, so 
wire es denkbar, die von Herlitzka beobachteten Erscheinungen 
auf diese Weise zu erkliren. Noch wahrscheinlicher erscheint 
es mir, daB das sehr stark reizende Gift auf die Darm- 
schleimhaut nach Art eines Atzmittels gewirkt habe, und da8 
die nach seiner Einverleibung beobachtete Zuckerausscheidung 
die Folge einer Reflexwirkung ist. Falsch ist in jedem 
Falle Herlitzkas Meinung von der ,,Notwendigkeit der Un- 
verletztheit der Ganglienzellen der Ducdenumwand fir die 
normale innere Sekretion des Pankreas“. Das ergibt sich aus 
der nunmehr ganz sichergestellten Tatsache, daB man bei Warm- 
bliitern das ganze Duodenum mit samt den Ganglien entfernen 








Weitere Untersuchungen des Duodenaldiabetes. 107 


kann, ohne einen Diabetes zu erzielen. Es zeigt sich also, 
da8 auch diese Versuche Herlitzkas fiir die Pfliigersche 
Lehre ganz ohne Bedeutung sind. 

Es bleiben also nur Pfliigers eigene Froschversuche als 
Stiitze seiner Diabeteslehre iibrig; aber auch diese Versuche 
wurden in eine ganz neve Beleuchtung geriickt durch die Fest- 
stellung Léwits, daB es auch beim Frosch einen Kiltediabetes 
gibt. Pfliiger hatte namlich seine Frésche stets, um ihre 
Lebensdauer zu erhéhen, in eine Eiskammer gesetzt, underschildert 
das von ihm geiibte Verfahren folgendermaBen: ,,Der fiir den 
Versuch bestimmte Frosch soll wenigstens 24 Stunden im Eis- 
schrank hinreichend abgekiihlt worden sein. Nach vollzogener 
Operation wird das Tier in eine Eiskammer gesetzt, welche eine 
Metalltrommel von 30 cm Durchmesser und 12cm Héhe dar- 
stellt. Der Boden und Deckel der Trommel besteht aus weit- 
lécherigem Metallnetz. Die Trommel wird ganz mit groben 
Eisstiicken gefiillt, und der mit Urinal versehene Frosch zwischen 
diese gelegt. Nachdem der Deckel die Trommel geschlossen 
hat, schichtet man abermals groBe Eisklétze auf das Drahtnetz 
des Deckels. 

Die so beschickte Trommel wird nun auf eine grobe 
Porzellanschale gestellt, in welche das Schmelzwasser abflieBt, 
so da8 der Frosch immer auf Eis von 0° C liegen bleibt. Um 
die Schnelligkeit des Abschmelzens zu verkleinern, deckt man 
ein dickes mit Eiswasser getrinktes Tuch iiber den Deckel. 
Steht der Apparat an einem kiihlen Ort, so halt sich das Eis 
24 Stunden unter dem Frosch. Ist das nicht der Fall, mu8 
die Trommel mehrmals am Tage mit frischen LEisstiicken 
beschickt werden.“ Die auf diese Weise behandelten Frésche 
ergaben nach Exstirpation des Duodenums oder nach Spaltung 
des Peritoneums zwischen Duodenum und Pankreas bei An- 
stellung der Worm-Miillerschen Reaktion mit dem in Uri- 
nalen aufgefangenen Harn stets deutliche Zuckerreaktion; und 
Pfliiger legte sich, eingedenk der bei Warmbliitern beobach- 
teten Kalteglykosurie, selber die Frage vor, ob die Zuckeraus- 
scheidung bei seinen Fréschen nicht ebenfalls eine Folge der 
Kaltewirkung sei. Zur Lésung dieser Frage legte er einen 
normalen, nicht operierten Frosch in seine Eistrommel und 
beobachtete ihn 6 Tage lang. Dieser Frosch schied keinen 
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Zucker aus, und so kam Pfliger auf Grund dieses einen 
Versuches zu der Auffassung, da8 beim Frosche eine Kilte- 
glykosurie nicht existiert. Diese Meinung aber trifft nicht zu, 
denn neuerdings hat Léwit gezeigt, daB Kaltewirkung auch 
beim Frosche eine Zuckerausscheidung zur Folge hat, und ich 
kann das durch eigene Versuche bestatigen, die ich gleich nach 
Léwits erster Mitteilung im Sommer 1908 und dann weiter im 
letzten Winter angestellt habe. Ich ging dabei so vor, daB 
ich normale Frésche in groBe GlasgefaiBe setzte, die ich mit 
etwas Wasser beschickte. Diese GefiSe wurden im Sommer 
in den Eisschrank gestellt und rings mit groBen Lisstiicken 
umgeben. Im Winter wurden sie — nachdem wir unser neues 
Laboratorium bezogen hatten — in einen Kalteraum gebracht, 
in welchem durch eine Kaltemaschine die Temperatur bis auf 
—-7° C herabgedriickt werden konnte. Nachdem mir aber einige 
Tiere erfroren waren, wurden die Froschgliser im Kaltezimmer 
in eine Wasserwanne gestellt, in welcher dauernd Eis schmolz, 
so daB die Frésche sich in einer konstanten Temperatur von 
0°C befanden. Alle 24 Stunden wurde der Inhalt der Glas- 
gefaBe in Porzelianschalen gespiilt, zur Ausfallung von etwa 
vorhandenem Eiwei8 mit etwas ganz verdiinnter Essigsiure 
versetzt, am Wasserbade auf ein ungefahres Volum von 5 ccm 
eingedampft und nach dem Filtrieren mittels Worm-Miiller- 
scher Reaktion auf Zucker untersucht. Ich habe bei einer 
ganzen Anzahl normaler Frésche, die auf diese Weise abgekiihlt 
waren, Zuckerauscheidungen gefunden, wenn auch nicht so 
haufig wie Léwit; jedenfalls aber seine Angaben iiber die 
Existenz einer Kalteglykosurie beim Frosche bestatigen kénnen. 

Es entstand nun die Frage, ob auch nicht abgekiihlte 
Frésche, denen das Duodenum reseziert oder das Peritoneum 
zwischen Darm und Pankreas durchtrennt war, eine Zucker- 
ausscheidung erkennen lieBen, und die Priifung dieser Frage 
war um so notwendiger, als V. Diamare, einer der besten 
Kenner des Kaltbliiterdiabetes, nach Durchschneidung des Mesen- 
teriums zwischen Darm und Driise keine Glykosurie konstatieren 
konnte. Er éuBert sich in bezug hierauf dahin, ,,daB die voil- 
standige Verlagerung des Pankreas ohne Abtragung und infolge- 
dessen die Durchschneidung des Mesenteriums, der GeféBe und 
der Nerven des Duodenums nicht nur keine Glykosurie zur 
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Folge hatte, sondern den Fréschen eine Uberlebungszeit von 
recht 3 Monaten erlaubte“. 

Von meinen zahlreichen Versuchen, die in der oben ge- 
schilderten Weise ausgefiihrt wurden und stets gleichsinnig aus- 
fielen, will ich nur einige wenige als Beispiele anfiihren. 


Am 8. XII. 08 wird einem Frosch das Duodenum exstirpiert und eine 
Kommunikation zwischen Gallenblase und Jejunum hergestellt. Das 
Tier bleibt zunichst im warmen Zimmer, Am folgenden Tage zeigt sich 
bei Anstellung der Worm-Miillerschen Reaktion ein reichlicher Nieder- 
schlag von gelbem Kupferoxydulhydrat, dann bleibt die Reaktion stets 
negativ, auch als der Frosch am 15. XII. ins Kaltezimmer gestellt 
wurde, wo er bis zum 19. beobachtet und sein Urin tiglich untersucht 
wurde. 

Am 8. XII. 08 wird bei zwei Fréschen das Mesenterium zwischen 
Pankreas und Duodenum durchschnitten. Bis zum 15. bleiben die Tiere 
im warmen Zimmer, dann kommen sie in den Kalteraum, wo sie bis 
zum 19. XII. beobachtet werden. Die Reaktion war stets negativ. 

Am 9. XII. wird bei zwei Fréschen das Mesenterium zwischen Darm 
und Pankreas durchschnitten und beide Tiere sofort in den Kalteraum 
gestellt. Das eine von ihnen zeigte stets negativen Ausfall der Reaktion, 
bei dem anderen war sie am 10, XII. stark, am 11. deutlich, am 12. stark, 
am 13. und 14. deutlich, am 15. sehr stark positiv. Nunmehr wurden 
beide Tiere in ein warmes Zimmer gestellt und bis zum 19. XII. taglich 
beobachtet. Die Reaktion war jetzt bei beiden vollkommen negativ. 

Am 26. II. 09 werden vier Frésche operiert; Nr. 1 und 2 bleiben im 
warmen Raum, Nr. 3 und 4 kommen ins Kaltezimmer. 

Am 27. ist die Reaktion bei 1 und 2 negativ, bei 3 schwach, bei 
4 stark positiv. 

Am 28. ist die Reaktion bei 1 und 2 negativ, bei 3 und 4 schwach 
positiv. 

Am 1, III. ist die Reaktion bei 1 und 2 negativ, bei 3 sehr stark, 
bei 4 schwach positiv. 

Am 2. III. ist die Reaktion bei 1 und 2 negativ, bei 3 sehr stark, 
bei 4 stark positiv. 

Am 2. III. werden die Frésche 1 und 2 in den Kalteraum, 3 und 4 
ins warme Zimmer gesetzt. 

Am 3. III. ist die Reaktion bei 1 schwach positiv, bei 2 negativ, 
bei 3 positiv, bei 4 negativ. Frosch 4 stirbt an diesem Tage. 

Am 4. III. ist die Reaktion bei allen drei Fréschen negativ, ebens© 
am 5. und 6. III. an welchem Tage Frosch 3 stirbt. 

Am 7. ist die Reaktion bei 1 und 2 negativ. Der Versuch wird 
nunmehr abgebrochen. 


Aus meinen Versuchen, und zwar ebensowohl aus den 
im Sommer wie aus den im Winter angestellten, geht ganz 
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eindeutig hervor, da8 eine Durchschneidung des Mesenteriums 
zwischen Duodenum und Pankreas oder Resektion des Duo- 
denums an sich niemals zu einer dauernden Zuckeraus- 
scheidung fiihrt. Wo eine solche eintrat, da handelte es 
sich stets um Frésche, welche der Kaltewirkung ausgesetzt 
waren, und auch bei diesen konnte die Glykosurie alsbald zum 
Schwinden gebracht werden, wenn man die Tiere in einen warmen 
Raum brachte. Allerdings mu8 zugegeben werden, daf bei 
meinen Versuchstieren die Zuckerausscheidung nicht mit der- 
selben RegelmaBigkeit auftrat wie bei den Pfliigerschen; allein 
da Liwit festgestellt hat, daB die Glykosurie unter Kaltewirkung 
von der Jahreszeit und von der Art der zu den Versuchen 
benutzten Frésche in erheblichem MaBe abhangig ist, so mégen 
Differenzen dieser Art imstande sein, den Unterschied zwischen 
meinen Befunden und denen Pfliigers zu erklaren. 

Mag dem aber sein wie ihm wolle, das allein Wichtige bleibt 
die Feststellung, daB es beim Frosch ebensowenig einen 
Duodenaldiabetes gibt, wie beim Hunde. 
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Beitrige zur Zusammensetzung der Biffelmilch. 


Von 
Franz Baintner und Karl Irk. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirschaftlichen Akademie 
in Kolozsvér, Ungarn). 
(Eingegangen am 8. April 1909.) 


Das Colostrum. 


Jenes Sekret der Milchdriise, das eventuell vor dem Kalben, 
aber besonders einige Tage nach demselben sezerniert wird, 
nennt man Colostrum. Dasselbe hat in dem Leben der Tiere 
einen doppelten Beruf: einesteils liefert es dem Neugeborenen 
eine am leichtesten verdauliche und am ehesten entsprechende 
Nahrung, anderenteils wird durch dasselbe der Verdauungstrakt 
von dem Meconium, dem Darmkot, gereinigt. Daher ist eine 
eingehende Untersuchung, bzw. die Bestimmung seiner che- 
mischen Zusammensetzung und jener Veranderungen, die sich 
in den gegenseitigen Gewichtsverhiltnissen der Bestandteile 
zeigen, sowohl in praktischer als physiologischer Beziehung von 
bedeutender Wichtigkeit. 

Da das Colostrum die natiirlichste Nahrung des neugebo- 
renen Tieres bildet, gewahrt die Zusammensetzung desselben 
eine Orientierung beziiglich der Qualitét und Quantitaét der zur 
Ernahrung des jungen Tieres erforderlichen Stoffe. Diesbeziig- 
lich kann darauf aus der Veranderung der Gewichtsverhiltnisse 
der einzelnen Bestandteile geschlossen werden; letztere Daten 
liefern sogar in mehreren Beziehungen Aufklérungen auch in be- 
zug auf die Milchbildung. 

Das Wesen der Impulse der Milchsekretion ist mit voll- 
kommener Genauigkeit auch heute noch nicht bekannt. Nach 
neueren Forschungen ist es wahrscheinlich, daB der vom weib- 
lichen Eierstock sezernierte Enzymstoff in die Blutzirkulation ge- 
langt, in den verschiedenen Organen, namentlich in den Milch- 
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driisen einen Reiz hervorruft, der in denselben die Milchsekretion er- 
regt. Andernteils beweisen zahlreiche physiologische Versuche, da8 
die Milchsekretion unbedingt unter dem Einflusse der Nerven steht. 

Auch unsere Kenntnisse beziiglich des Mechanismus der 
Milchbildung sind unbekannt und in den Theorien einzelner Fach- 
leute sind betreffs der Milchbildung die auffallendsten Widerspriiche 
zu treffen. Die Sistierung dieser Gegensiatze ist erst nach einer 
genaueren Kenntnis der Colostra zu erhoffen, wenn auch die bis- 
herigen hypothetischen Theorien der Milchsekretion auf festeren 
Grundlagen ruhen werden, was schon deshalb erwiinscht ist, da 
die gegenwiartig bestehenden Theorien immer mehr schwinden. 

Laut unseren gegenwartigen Kenntnissen kann die Milch 
z. B. nicht mehr fiir ein filtriertes Sekret des Blutes gelten, 
wie es Kemmerich und Martiny in den 70er Jahren be- 
haupteten; auch die Theorie von Virchow, Voit, Schmidt, 
Will und Fiirstenberg kann als entkraftet betrachtet werden, 
wonach die Milch aus einem fettigen Zerfal] der Driisenzellen und 
aus einer Umstaltung derselben bestiinde. Auch die Theorie von 
Rauber muB als irrig erklart werden, die mit Annahme der 
Funktion der Driisenzellen die Milch aus Leukocyten entstanden 
denkt, die zufolge einer Wanderung durch die Driisenalveolen und 
vermége ihrer Auflésung in denselben die Milch liefern werde. 

Die Theorie von Partsch und Heidenhain beruht be- 
reits auf sicherer Basis, wonach die Milch ein Produkt der 
aktiven Tatigkeit von Milchdriisenzellen sei, bzw. das Resultat 
eines Zerfalles des zentralen, gegen den Alveolus gelegenen Teiles 
des Plasma. Laut Szabé6, Sticker, Unger und anderen wird 
das Epithelgewebe nicht zerstért. Demgegeniiber sind Coén, 
Niessen, Duckert, Michaelis und Ottolenghi der Meinung, 
daB die Milchsekretion mit einem mehr oder minder bedeutenden 
Zerfall des Epithelgewebes verbunden sei. Ottolenghi beruft sich 
auBerdem auch darauf, da8 wihrend des ganzen Verlaufes der 
Lactation eine regelmaBige Stérung der Lymphzellen und eosino- 
philen Leukocyten von dem interstitialen Bindegewebe durch das 
Epithel in die Alveolen, wo sie sich auflésen, eintritt und daB diese 
Erscheinung mit geringen Abweichungen der Theorie von Rauber 
entspricht und daher berufen wire, derselben eine gréBere Be- 
deutung zu verleihen. In seinen lJetzteren Mitteilungen nahert 


sich Ottolenghi auf Grund seiner jiingsten Forschungen wieder 
Biochemische Zeitschrift Band 18. 8 
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der Auffassung von Heidenhain, und er gelangt zu dem 
Schlusse, daB die Milchsekretion wohl ein Produkt der aktiven 
Tatigkeit der Milchdriisenzellen sei, der Zerfall der Milchdriisen- 
zellen ist aber keine notwendige Folgeerscheinung. Anderen- 
teils aber werden sie zufolge der bei der Milchsekretion ent- 
falteten lebhaften Tatigkeit rasch zerstért, und sie gehen auch 
zugrunde. Die zerstérten Zellen werden dann durch eine Karyo- 
kinese, bei einzelnen Tieren durch einfache Teilung ersetzt. 

Bei der Aufstellung dieser Theorien der Milchsekretion und 
in der Entwicklung unserer diesbeziiglichen, der Wirklichkeit 
stets naiher tretenden Kenntnisse gebiihrt den Forschungen, 
welche die Feststellung einer chemischen Zusammensetzung der 
Milch bezwecken, eine bedeutende Rolle. 

Diesbeziiglich wollen wir es bloB beispielsweise erwaihnen, 
daB in der Milch stets Milchzucker (Lactose) und Casein vor- 
handen sind, wahrend sie im Blute fehlen, wodurch die Theorie 
von Martiny bereits ab ovo haltlos wird. Die Kenntnis der 
in der Milch von verschiedenen Tiergattungen befindlichen Ei- 
weiBe, deren wechselseitige Gewichtsverhaltnisse in Zusammen- 
hang mit dem Eiwei®gehalte des die Milchdriisen ernahrenden 
Blutes, wiirde zu einer genaueren Bestimmung der bei der Milch- 
sekretion stattfindenden Transformationen beitragen. 

Nach dieser Richtung hin sind wir aber leider noch weit 
zuriick. Unsere gegenwartigen Forschungen beziehen sich auf 
diese Frage nicht, sondern befassen sich ausschlieBlich mit der 
allgemeinen Erérterung der Biiffelcolostren; sie bezwecken die 
quantitaven Verainderungen der im Colostrum befindlichen Be- 
standteile klarzulegen und auf die feststellbare GesetzmaBigkeit 
hinzuweisen. 

Auf Colostrenmilch beziigliche Untersuchungen gibt es iiber- 
haupt wenige, einesteils zufolge der Schwierigkeit, das zu den 
Forschungen erforderliche Material zu erhalten, anderenteils, 
weil sie als Nahrmittel wegen des unangenehmen Geschmackes, 
Geruches, der zihen Beschaffenheit und infolge der Gerinnbar- 
keit kraft des Globulingehaltes in unserem Haushalte nicht vor- 
kommt. Auf das Colostrum des Biiffels beziigliche Analysen 
haben wir in der Literatur iiberhaupt nicht gefunden. Diese 
Mangel haben uns bewogen, in Zusammenhang mit der che- 
mischen Analyse der Biiffelmilch unsere Untersuchungen auch 
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auf Biiffelcolostren auszudehnen, um so mehr, da ein wesent- 
licher Unterschied zwischen den Colostren von Kuh und Biiffel- 
kuh besteht, wie das durch folgende Untersuchungen bestatigt 
wird, nicht blo8 in bezug auf das spezifische Gewicht und den 
Fettgehalt usw. der Milch, sondern auch hinsichtlich des gegen- 
seitigen Verhiltnisses dieser Bestandteile. 

Zu diesem Behufe vollzogen wir bereits vom 1. Januar bis 8. Fe- 
bruar 1899 Untersuchungen!), als deren Erginzung wir neuerdings fiinf 
Colostren priiften mit dem Unterschiede, daB, waihrend wir ehedem, um 
die Verinderungen der Zusammensetzung der Milch wahrend der Lac- 
tation festzustellen, die Versuche in 24 stiindigen Zeitriumen derart an- 
stellten, daB jedes Probequantum aus einer Mischung der Milch vom 
Abende des vorhergehenden und der Friihmilch des darauf folgenden 
Tages bestand, wir zu den gegenwartigen Untersuchungen separate Milch- 
quanten von friihmorgens und abends verwendeten; ferner wurden die 
Proben in viel kiirzeren Zeitriumen genommen. 

Die Biiffelkuh namens ,Kriska“, worauf sich die Daten der Ta- 
belle Nr. I beziehen, erhielt als Futter taglich 10 kg Ackerheu, 10 kg Stroh 
der im Friihjahr gesiten Frucht, 20 kg Riiben, 2 kg Kleie und 3 kg 
Spreu. Die Biiffel ,Bogar“, ,Betta* und ,M4rgyala“ bekamen friih und 
mittags Griinmais, abends Haferwicke und Luzerne; ,,Zsasa“ und ,Zsuzsi“ 
bekamen das nimliche Futter wie ,Kriska‘“. 

Bereits im Jahre 1899, da wir uns zum ersten Male mit der Priifung 
des Biiffelcolostrum befaBten, fiel uns die regelmaBige Kriimmung der 
Kurven auf, die auf dem Graphikon verzeichnet waren, das die quanti- 
tativen Schwankungen der Milchbestandteile darstellte und welche Be- 
obachtung es erforderte, die Proben behufs genauerer Bestimmung des 
Zusammenhanges zwischen den einzelnen Schwankungen in kiirzeren Inter- 
vallen zu nehmen und jede einzelne Probe separat zu priifen, um die 
zwischen den Abend- und Friihmilchen bestehenden Unterschiede, soweit 
méglich, festzustellen. Die Proben wurden tadellos, mit Hilfe vollkommen 
verlaBlicher Personen entnommen, indem jene Proben, worauf sich die 
Tabellen Nr. II, III und IV beziehen, und die Tiere, denen sie entommen 
wurden, im folgenden mit diesen Nummern bezeichnet sind, von Herrn 
Alexander von Rosenberger aus seiner Domine von Szdszfeues befind- 
lichen Molkerei entnommen wurden, wahrend die Milch der Biiffelkiihe 
I, V und VI der Wirtschaft der Landwirtschaftlichen Akademie ent- 
stammt; diese Proben entnahmen wir selber. Die Entnahme der Milch- 
proben begann 1 Stunde nach dem Kalben, 5 Stunden spiter nahmen 
wir die zweite und nach 12 Stunden die dritte Probe. Dieses 12 stiindige 
Intervall wurde 3 bis 4 Tage lang beibehalten, resp. so lange, bis die 
Milch geronnen war. Nachher nahmen wir 24stiindlich je eine Probe 
der Abend- und Friihmilch, bis die Milch eine beiliiufig normale Zu- 
sammensetzung erhielt. In einigen Fallen muBten wir zufolge der Laune 


1) §.: Kisérletiigyi Kézlemények 6, 239, 1901. 
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des Tieres von der als Probe bezeichneten Zeiteinteilung abweichen, wes- 
halb wir die Zah] der nach dem Kalben verstrichenen Stunden in jeder 
Tabelle separat geben. Die gelieferte Milch wurde sofort untersucht, um 
die beim Colostrum so rasch eintretenden Verinderungen zu vermeiden. 
Die Tabellen I bis VI verzeichnen die Zusammensetzung der untersuchten 
Milchquanten: 
Tabelle LI. 
Name des Tieres: Kriska. 
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Tabelle II. 
Name des Tieres: 49. a Bogie. Geboren am 30. Juli 1900. 
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Tabelle III. 


Name des Tieres: 40. Betta. Geboren am 20. August 1899. 
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Name des Tieres: 64. Margyala. Geboren am 3, April 1904. 
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Tabelle V. Name des Tieres: Zsazsa. Geboren am 26. Oktober 1904. 
Zum covtenmnal | telichtig. 
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Das Biiffelcolostrum bildet eine gelbliche, zihe, schleimige, klebrige 
Fliissigkeit, die an der Wand des GefiBes in dicker Schichte haftet und 
an den Geruch des Biiffels erinnert. Sie gerinnt nicht bloB beim Sieden, 
sondern auch bei geringem Erhitzen und konsolidiert sich zu einem 
Stiicke. Rahm gibt sie bloB schwer oder iiberhaupt nicht. Nach lingerem 
Stehen erhirtet die der Luft ausgesetzte Fliche. 

Mikroskopisch wird das Colostrum durch Fettkiigelchen und ge- 
wisse Gebilde celluliren Ursprungs charakterisiert, welch letztere von 
A. Donné (1836) ,,corps granuleux“ und von Henle (1839) ,Colostrum- 
kérperchen“ genannt wurden. Morphologisch war das Wesen dieser Kérper 
lange Zeit hindurch strittig. Simon und Mandl erklaren dieselben fiir 
ein Konglomerat feiner Fetttropfen, laut Reinhard, Will und anderen 
bilden die Colostrumkérper ganze Massen infolge Verfettung degenerierter 
Epithelzellen; gegenwirtig ist meist die Ansicht von Czerny angenommen, 
laut der dieselben mit Fett iiberfiillte Leukocyten (weife Blutzellen) waren. 
Derselbe bewies nimlich durch Injektion von Milch in die Lymphblasen 
des Frosches experimentell, da die Leukocyten die Fettkiigelchen zu 
einer Emulsion umgestalten kénnen. Zu demselben Resultate gelangten 
Michaelis und Unger. Demgema8 erklirt Czerny die Bildung der 
Colostrumkérper aus den Leukocyten derart, daB er eine Entwicklung 
von Colostrumkérperchen stets dort voraussetzt, wo eine stindige Milch- 
stauung erfolgt ist, und er nimmt es an, dab eine gewisse, durch die 
Milchstauung hervorgerufene Erweiterung der Milchdriisen dazu ndétig 
sei, daB die Leukocyten in die Alveolen der Driise gelangen kénnen. 
Cohn geht von der Erfahrung aus, daB bei Frauen, trotz der durch die 
Milchstauung hervorgerufenen bedeutenden Driisenschwellung in der Milch 
keine zellenférmigen Gebilde zu finden sind; er erklart das Entstehen der 
Colostrumkérper nicht auf mechanischem, sondern vielmehr auf chemo- 
taktischem Wege. L. W. Raudnitz und K. Basch, die die citierten 
Theorien gesammelt haben, betrachten die Colostrumkérper als ein Pro- 
dukt der unvollkommen funktionierenden Milchdriisen und halten die 
Milchansammlung, die Nervenreize, die vendse Hyperimie fiir Ursachen 
ibrer Entstehung. Experimente beweisen, da die Colostrumkérper 
desto rascher verschwinden, je energischer der Neugeborene saugt und 
je groBer der Milchbedarf ist. Solche Colostrumkérper fanden wir auch 
im Colostrum des Biiffels, und zwar 37 Stunden hindurch nach erfolgtem 
Kalben. Es sind das grofe, zellenférmige Gebilde, die oft auch keine 
Zellenform zeigen, aber stets von Fetttropfen erfiillt sind. Ihre GréBe 
schwankt zwischen 14 bis 40 « (Mikron — 0,014 bis 0,040 mm), und ihre 
Zahl betrigt in beilaufig 1 cmm Colostrum 100 bis 200. 

Zur Messung der Colostrumkérper beniitzten wir ein Okularmikro- 
meter; zur Zaihlung diente der Blutzellen-Zihlapparat von Thoma. Das 
zur Anwendung gelangte Verfahren erértern wir an anderer Stelle, da 
das letztgenannte Instrument nicht unmittelbar verwendet werden konnte. 
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Bei Untersuchung der chemischen Zusammensetzung und der Ver- 
anderung des relativen Gewichtquantums der einzelnen Bestandteile wird 
dieses Stadium der Milchsekretion durch ein gewisses Streben nach einem 
Gleichgewichtszustand charakterisiert, das durch die Ernihrung des jungen 
Tieres und durch den zufolge der Geburt veranderten physiologischen 
Zustand der Milchdriisen reguliert wird, und der nach Verlauf der ersten 
4 bis 7 Tage auf ein Minimum reduziert wird, wonach dann die Milch 
eine je nach dem Individuum mehr oder minder verschiedene, doch inner- 
halb gewisser Grenzen stabile Zusammensetzung gewinnt. Diese in dem 
relativen Gewichtsquantum der Bestandteile auftretenden Veranderungen 
erfolgen desto rascher nacheinander, je hiufiger wir die Proben ent- 
nehmen, bzw. je hiaufiger der Neugeborene saugt. (Siehe Tabelle VI.) 


Der Proteingehalt des Colostrums. 


Das Verfahren von Kjeldahl. das wir behufs Bestimmung der 
stickstoffhaltigen Stoffe organischen Ursprungs verwendeten, ist allgemein 
bekannt, wir wollen bloS hinzufiigen, da8 wir die Stickstoffprozente mit 
6,37 multipliziert — zu Proteinen umrechneten. Die unter dem Kollektiv- 
namen Protein zusammengefaBten, nitrogenhaltigen Stoffe organischen 
Ursprungs werden von den einzelnen Autoren in drei Kategorien geteilt, 
und zwar in Caseine, Globuline und Albumine. Wohl leugnen einige 
(Grotenfeld und Lassaique usw.) das Vorhandensein des Caseins im 
Colostrum, ihre Behauptung ist aber mutmaBSlich das Resultat einer un- 
richtigen Beobachtung. Tatsache ist es, daB die Quantitaét des Caseins 
gegeniiber dem Globulin und Albumin im Verhiltnis zur normalen Milch 
gering ist, was auf jene physiologische Ursache zuriickzufiihren ist, dal 
der Neugeborene das unter Einwirkung des Magensaftes gerinnende, 
schwer verdauliche Casein kaum verdauen kénnte. Wie sich das Ver- 
haltnis dieser Proteinbestandteile in der Milch, resp. im Colostrum des 
Biiffels gestaltet, bildet den Gegenstand unserer weiteren Forschung. 


In der folgenden Tabelle VII geben wir den bloB aus dem Stick- 
stoff umgerechneten Proteingehalt der einzelnen Milchsorten. 


Auf den ersten Blick ist es auffallend, wie auBerordentlich der Pro- 
teingehalt — 21,546°/,, 19,776°/5, 19,603°/,, 22,728°/, — in den Proben 
der ersten Stunden ist; dann folgt eine anfangs allmiahliche, spater rapide 
Abnahme, so daB8 die Quantiit binnen 48 Stunden den normalen Wert 
erreicht, wobei das durch verschiedene Faktoren und Umstinde bedingte 
Schwanken meist geringeren Grades ist. 


Was die Ursache des hohen Proteingehaltes der Colostralmilch sei 
und in welchem Zusammenhang diese Abnahme einesteils mit der bei der 
zweiten und den letzten Melkungen merkbaren Fettzunahme stehe, wie 
das bereits Schnorf bei Bestimmung der elektrischen Leitfaihigkeit 
der Kuhmilch beobachtet hat, anderenteils mit der progressiven Zu- 
nahme des Milchzuckers, erkliren wir auf Grund unserer Analyse folgender- 
maBen: 
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Tabelle VII. 
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Von gréBtem EinfluB auf die Zusammensetzung der Colostralmilch 
sind unseres Erachtens nach abgesehen von den Rassen- und individuellen 
Eigenschaften, die infolge der Geburt aufgetretenen genitalen Reize. 
Diese unsere Behauptung wird durch den anatomischen Zusammen- 
hang der Genitalien und des Euters bestitigt; es ist ja bekannt, daB die 
genitalen Reize der Geschlechtsorgane die sekretorische Funktion der Euter 
beeintrichtigen kénnen. 

Die Geflechte des vorderen Astes des Nervus ilio-inguinalis, der 
einen Zweig des Lenden-Kreuzsteingeflechtes (Plexus lumbosacralis) bildet, 
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innervieren den Hodensack; die Rami scrotales anteriores senden einzelne 
Fiiden zum Euter. Der andere Ast des Plexus Jumbosacralis, der Nervus 
spermaticus externus, versicht auch das Euter. Der Nervus spermaticus 
internus und dessen Hauptzweige, der Ramus medius und Ramus inferior 
nervi spermatici interni und die sich teilenden Rami glandulares halten 
die Milchginge, die Hauptleitungen und Cysternen in Verbindung mit- 
einander. Wenn wir es auBerdem in Betracht ziehen, daB die Acite 
des Plexus sacralis, resp. des Nerv. cutan. femoris posterior, die Nervi 
clunium inferiores und Rami perineales die Scheide und die Dammgegend 
innervieren, und daB der Nervus pudendus internus (der innere Scham- 
nerv) einen Ast als Nervus dorsalis clitoridis entsendet, ist es wohl kaum 
nétig, den bedeutenden Einflu8 der durch die Geburt hervorgerufenen 
Nervenreize auf die Milchsekretion und in Zusammenhang damit auf 
die Zusammensetzung des Colostrums mit anderen Argumenten zu unter- 
stiitzen. 

Auf dieser Grundlage unterscheidet Pfister, gestiitzt auf die Ver- 
suche von Halbaus und Knauer aufer genitomammalen Reflexen 
auch mammagenitale Reflexe, demnach solche, die durch Reizung der 
Mammae auf die Genitalien wirken. 

DaB die Nervenreize einen Einflu8 auf die Milchsekretion iiben, be- 
weisen ferner die Versuche von Meyer, der mittels 4/,°/,igen Strych- 
ninum nitricum die Milchsekretion der Ziegen in 5 Minuten von 10 Tropfen 
auf 34 Tropfen zu steigern vermochte. Réhrig erhéhte die Sekretion 
durch Reizung des Nervus spermaticus auf das 20fache und sistierte die- 
selbe plétzlich durch Unterbindung einer einzigen Arterie (Arteria pudenda 
externa): 

Bereits Herodot erwahnt es, daB die Scythen einen Stab in die 
Scheide der Kuh einfiihrten, um die Milchsekretion zu erhéhen. Die 
Bauern der Pyrenien fiihren noch heutzutage den Arm in die Scheide 
der Kuh ein, damit das Melken erfolgreicher sei. Die Hottentotten blasen 
aus dem namlichen Grunde Luft in die Gechlechtsteile der Kuh ein. 

Wahrend der Reizwirkungen des Kalbens, besonders unter dem Einfiu8 
des Nervus spermaticus externus, beginnen die Capillaren der Arteria uberi, 
die die Wand der Alveolen umspinnen, ihre intensive Funktion. Trotz- 
dem nun die auf die Milchsekretion beziiglichen Ansichten grundverschieden 
sind, stimmen dennoch alle darin iiberein, daB die Grundsubstanz der 
Milch das Blutserum sei. Die Bestandteile dieses letzteren Stoffes bilden 
bekanntlich nitrogenhaltige, organische Stoffe (und zwar Globulin und 
Albumin), sehr wenig Fett, verschiedene Salze und Wasser. Es fehlen 
daher das fiir normale Milch charakteristische Casein und der Milchzucker. 
Diese beiden Bestandteile sind ein Produkt der aktiven Titigkeit der 
Milchdriisenzellen. Wie es K. Basch auf Grund eingehender morphologi- 
scher und chemischer Untersuchungen erklirt, sei das Casein nichts 
anderes, als ein im Laufe der aktiven Tiatigkeit der Milch sezernierenden 
Driisenzellen entstehendes Gemisch von nitrogenhaltigen, organischen 
Stoffen des Blutserums, besonders des Albumins, mit dem in den Kernen 
der Milchdriisenzellen befindlichen Nuclein. Es bildet daher ein Re- 
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aktionsprodukt, und zwar ein Nucleoalbumin oder Casein, das einer Ver- 
bindung der Nucleinsiure des Milchdriisenzellkernes mit den EiweiB- 
stoffen des Milchserums entstammt. 

Die Nucleinsiure hat nimlich die Eigenschaft, mit den eiweiBb- 
artigen Korpern, die im gegenwartigen Falle den Driisenzellen einesteils 
vom Chylus, anderenteils vom Blute geliefert werden, sich zu Nucleo- 
proteiden zu verbinden, und zwar derart, daB jedes Molekiil der Nuclein- 
siure zwei Molekiile Eiwei8 bindet, deren eines leicht abgespalten wird. 
Die Nucleinsiure des Zellkernes wird durch den Phosphorgehalt der ani- 
malen EiweiSstoffe, die Transformation des Albumins mittels Nuclein- 
siure zu Casein wird durch mehrere Experimente von Diinhart und 
Thierfelder bestitigt. 

Auf welche Weise das Fett und der Zucker im Laufe der aktiven 
Tatigkeit der Driisenzellen zustande kommen, das wollen wir bei den 
einzelnen Bestandteilen naher erértern, jetzt wollen wir bloB bemerken, 
daB das Fett meist EiweiSstoffen entstammt und dann méglicherweise 
ein Spaltungsprodukt der sich leicht abspaltenden Eiwei®molekiile sein 
kann. Der Milchzucker entwickelt sich laut neuesten Forschungen, wie es 
auch Tiegerstedt in seiner Physiologie fiir wahrscheinlich halt, unter 
der Einwirkung eines bisher unbekannten Enzyms ebenfalls aus Eiweif. 

Die Colostralmilcharten sind an Proteinstoffen, und zwar an Globulin 
und Albumin sehr reich, Casein findet sich nur wenig, desgleichen sehr 
wenig Fett und Milchzucker. Sie gleichen daher hinsichtlich der chemi- 
schen Zusammensetzung dem Blutserum. Die Ursache dieser experi- 
mentell nachweisbaren Tatsache kann folgendermaBen erklirt werden: 

Das Netz der Leitungscapillaren der Arteria uberi 148+ das zwischen 
ihren Winden zirkulierende Blutserum zufolge der vasomotorischen (gefaB- 
bewegenden) Konstruktion des Nervus spermaticus externus unter Ein- 
wirkung der eingetretenen maximalen Reize, um dem jungen Tiere reich- 
liche Nahrung zu liefern, in so groBer Menge durch, daB es von den 
Driisenzellen zufolge des bedeutenden Druckes der Lésung nicht ver- 
arbeitet werden kann, es wird daher nahezu unverarbeitet in die Héhlen 
der Alveolen beférdert. Demgema&B iibt die angesammelte, bedeutend 
eiweiShaltige Lésung, deren EiweiBgehalt im Laufe der Osmose zufolge 
des Zerfalls von Hamoglobin noch zunehmen kann, einesteils auf osmo- 
tischem Wege, indem ,,bei Suspensionen der osmotische Druck auch durch 
geléste Non-Elektrolyten beeinflu8t werden kann“ (in reiner Lésung aber 
nicht)!), (Gehalt an Trockenstoffen 31,528°/,, 29,943°/,, 27,743°/, 
28,484°/,, 24.092°/, und 29,644°/,), anderenteils in mechanischer Weise 
einen bedeutenden Druck auf die Heidenhainschen Epithelzellen, mit 
denen die Winde der Alveolen bekleidet sind. Diese werden zerdriickt, ver- 
flacht, der Alveolus der Elastizitat seiner Winde gemaB erweitert, die 
Zellen auf den urspriinglichen, primiren Zustand reduziert, was nach 
Heidenhain dem inaktiven Zustande entspricht. Die Driisenzellen sind 
nimlich laut Heidenhain im ersten primiren Stadium gegen die Wand 


1) E. Tezner und J. Roska, Math. term. tud., Ert. 1908, 259. 
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der Alveolen verflacht, ihre Gestalt wird jedoch im Laufe der aktiven 
Tatigkeit derart verindert, daB die Driisenzellen unter Einwirkung des 
eindringenden Serums anschwellen, eine langliche, zylindrische Gestalt 
annehmen (II. Stadium), an den Enden Fetttropfen und Fettkiigelchen 
ausscheiden (III. Stadium). Oft lést sich auch der plasmatische Endteil 
ab und gelangt in den Alveolus. 

Es diirfte die Einwendung gerechtfertigt scheinen, daB das Aus- 
scheiden der im Colostrum vorhandenen bedeutenden EiweiSquantitit 
eine duBerst intensive Tiatigkeit der Driisenzellen voraussetzt und dem- 
gemaB eine zylindrische Umgestaltung der Zellen zu erwarten wire. Die 
Sache verhalt sich aber derart, daB in diesem Stadium der Lactation 
bloB ein auBerst geringer Teil vom Eiwei8 des Blutserums transformiert 
wird, wie es aus der Untersuchung verschiedener Frauen- und Kiihe- 
colostren erhellt, die nebst viel Globulin und Albumin nur sehr wenig 
Casein enthalten. 

Schon auf Grund dessen miissen wir die Richtigkeit der Ansicht 
von Basch bekriftigen, wonach die Colostralmilch eine Folge der un- 
vollkommenen Titigkeit der Milchdriisen, resp. einer Innervationsver- 
anderung sei. 

Auf Grund des Gesagten kénnen nun folgende Schliisse gezogen 
werden: 

Die auf eine inaktive Tatigkeit beschrinkten Driisenzellen primaren 
Zustandes kénnen auf den EiweiBgehalt des durchdringenden Serums 
keine Wirkung entfalten. Die Fahigkeit der Zellkerne, zu zerfallen, wird 
reduziert, die geringe Nucleinsiure vermag blo8 sehr wenig Albumin als 
Nucleoalbumin, demnach als Casein zu binden. Die Milch ist daher an 
Casein arm, an Globulin und Albumin jedoch, die im Serum bereits 
fertig zu treffen sind, reich, und da sie léslich, sind sie zur Ernahrung 
des jungen Tieres eher geeignet. 

Wie bereits erwahnt, besitzen wir bisher keine Daten beziiglich der 
Verhiltnisse der Proteinbestandteile und demnach der Caseinquantitat 
des Biiffelcolostrums; der niedere Caseingehalt der bisher untersuchten 
verschiedenen Colostrenmilch berechtigt aber zu einer analogen Annahme. 

Der erwihnte, von der Konzentritit des Sekretes abhingige, in- 
aktive Zustand verhindert auch meist die Entwicklung von Fett und 
Milchzucker, die dem Zerfalle der Eiwei8stoffe entstammen. Das in den 
Zellen vorhandene und durch den bedeutenden osmotischen Druck er- 
zeugte Plus der Bestandteile wirkt auf Grund der Massenwirkung hemmend 
auf die von der Vitalitét der Zelle abhingigen, langsam eintretenden 
Reaktionen, demnach auch auf die Entwicklung von Fett und Milch- 
zucker. Das ist der Grund, weshalb die unmittelbar nach dem Kalben 
genommenen Proben an Fett und Milchzucker arm sind. Wenn dann 
die Reizwirkungen der Geburt im Schwinden begriffen sind, was beim 
Biiffel bereits nach 24 Stunden eintritt, wird der Nervenreiz durch die 
Mattigkeit der Erschépfung gemaBigt, auch die Sekretion wird langsamer, 
und der Proteingehalt der Milch nahert sich mittels allmahlicher Abnahme 
der normalen Zusammensetzung. In den ersten 24 Stunden betriagt die 
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Abnahme 3 bis 4°/,, in den darauffolgenden 24 Stunden ist sie bereits 
so bedeutend, daB die Zusammensetzung der Milch im Endresultate sich 
der normalen Milch nahert. Der Proteingehalt scheint auch 21,540°/, 
zu iiberschreiten, indem wir in der Milch von Zsuzsi (Tabelle VI) un- 
mittelbar nach dem Kalben 22,728°/, Protein vorfanden, welches Quan- 
tum binnen 24 Stunden auf 4,754°/, fiel. Nach dem Kalben konstatierten 
wir 48 Stunden lang in simtlichen Milchsorten eine regelmaBige Abnahme 
der Proteine, spiter zeigten sich schon die bei den normalen Milchsorten 
wahrnehmbaren tiglichen Schwankungen. Diese Schwankungen sind 
unserer Erfahrung gemé8 in Zusammenhang mit der Anderung des Fett- 
gehaltes, wovon weiter unten beim Fettgehalte die Rede sein wird. 


Der Fettgehalt. 


Es ist eine viel schwerere Aufgabe, einigen Zusammenhang zwischen 
dem Fettgehalt der nacheinander folgenden Milchproben festzustellen, 
weil das Fett den einzigen Bestandteil der Milch bildet, der — wie 
bereits Fleischmann bemerkte — in seinen Schwankungen den gréBten 
MaBstab erreicht, der weder durch die individuellen Eigenschaften der 
betreffenden Gattung oder des Individiums, noch durch die Qualitit des 
Futters, oder durch den bekannten Einflu8 der Melkungs- oder Lactations- 
periode erklirt werden kann. Und der Grund davon ist, daB die kleinste 
Erschiitterung oder Kommunikationsstérung des Nervennetzes, von wel- 
ehem die sekretorischen Driisen innerviert werden, auf den Fettgehalt 
den gréBten und empfindlichsten Eindruck ausiiben. Besonders beim 
Biiffel, dessen launenhafte Empfindlichkeit den Fachleuten, die sich mit 
Biiffeln befassen, wohlbekannt ist, kénnen die Grenzen der Schwankungen 
des Fettgehaltes sehr weit sein. Das Tier wurde beispielsweise einmal 
neben den Stier gestellt, wodurch die Zusammensetzung der Milch bereits 
in einem Tage folgende Veranderung aufwies: 


Spesifisches Fett Trocken- “Asche Stickstoff Protein Zucker Béfraktion 
ewicht. o/, %, 9, °/, , lo Serums 
I. 1,0354 6,701 16,772 0,8222 0,6079 3,872 4,979  46,3° 
II. 1,0322 4,825 13,861 0,719 0,6735 4,291 4,424 45,0° 


Der Fettgehalt der Milch hat demnach um 2°/,, der Zuckergehalt 
um 0,5°/, abgenommen, der Proteingehalt ist um 0,5°/, gestiegen. 


Wenn nun die auf die Bildung der Milch beziiglichen Ansichten iiber- 
haupt variieren, so ist das in noch erhéhtem MaBe bei den Hypothesen 
derAusscheidung und der Art der Ausscheidung des Fettes der Fall. So 
scheint die Frage noch unentschieden zu sein, ob das von den Brust- 
driisen zu Milch umgestaltete Fett hauptsachlich aus Protein, oder direkt 
aus dem Fette des Futters, oder gar indirekt aus dem Fette des Kérpers 
entstehe und ob bei der Entstehung die Kohlenhydrate als unterstiitzende 
Faktoren figurieren? Ferner ist der quantitative EinfluB der einzelnen 
erregenden Impulse auf die Tatigkeit der Driisenzellen unbekannt, dessen 
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ererbte instinktive Disposition der konstante Faktor der den Nihr- und 
Transformationsstoffen entstammenden Fettbildung ist. Hier wollen wir 
uns bloB auf die Forschungen von Pettenkofer und Voit (Zeitschr. 
f. Biol. 1879) beziehen, weil es uns gelungen ist, auf Grund derselben 
eine gewisse GesetzmaBigkeit festzustellen beziiglich des einzigen, dem 
Anscheine nach nicht regelmaBig wechselnden Bestandteiles, nimlich des 
Fettes. Nach Caspari, Soxhlet und Hansen entstammt das Milch- 
fett einesteils direkt der Ausniitzung des Fettgehaltes der Nahrungsstoffe, 
andernteils aus der indirekten Verwertung, indem im letzteren Falle der 
K6rper ein entsprechendes, von der Individualitét des Tieres abhangiges 
Quantum Fett der Milch iibergibt, und der Fettgehalt des Nahrstoffes 
ersetzt demnach das verbrauchte Koérperfett. Letztere Ansicht bestitigte 
Caspari mit einem am Hunde angestellten Versuche, wobei 23°/, des 
verabreichten Jodfettes unverindert der Milch iibergeben wurden. Vom 
Standpunkte des Zweckes unserer Forschungen sind die Versuche Voits 
von viel gréBerer Bedeutung, laut welchen das EiweiB im tierischen 
Kérper unter normalen Verhiltnissen zu Fett umgestaltet werden kann, 
und zwar derart, da8 das Protein in zwei Teile, in einen stickstoffhaltigen 
und einen stickstofffreien Teil gespalten wird, deren letzterer zu Fett 
umgeformt wird. 

Auf Grund seiner an Hunden und Kiihen angestellten Versuche 
stellt Voit als Endresultat fest, daB infolge der erwahnten Trans- 
formation des Proteins ein entsprechendes Quantum eiweiBreichen Futters 
vollkommen geniige, damit das Tier fettreiche Milch liefern kénne. 
Jantzen (Centralbl. f. Physiol. 1901, 505) fiitterte Ziegen mit Jodcasein 
und erhielt in der Milch Jodfett, durch welchen Umstand, resp. durch 
welche experimentelle Tatsache letztere Hypothese unterstiitzt wird, und 
so ist es erklirlich, daB ein Teil des sich auflésenden EiweiSes zu Fett 
umgeformt wird, wodurch das frei gewordene Jod sofort gebunden wird. 

Auf dieser Grundlage la8t sich die in den ersten 24 Stunden auf- 
tretende groBe Verainderung des Colostrums erkliren und kann etwa mit 
der regelmaBigen Abnahme der Proteine in kausalen Nexus gebracht 
werden. 

Die folgende Tabelle VIII zeigt die Fettprozente der Colostren und 
Tabelle IX den Zusammenhang, der zwischen den quantitativen Schwan- 
kungen der beiden Bestandteile (Protein und Fett) besteht, und dessen 
Regelma&Bigkeit auch bei den normalen Milchsorten, aber speziell bei den 
unmittelbar nach dem Kalben gewonnenen Proben auffallend ist. 

Das gréBte Schwanken des Fettgehaltes ist daher in den ersten 
15 bis 20 Stunden wahrzunehmen, da die mit nachtriglichen Nerven- 
induktionen wechselnden Geburtsreize von der maximalen Oszillation bereits 
im Riickfall, im Wiederkehr zu dem normalen Ruhezustand begriffen 
sind. Im Anschlusse an diese Erfahrung diinkt uns auf Grund der 
herrschenden Theorien die relative Quantitat der Colostrumbestandteile 
und deren Verhiltnis zueinander auf folgende Weise erklarlich. 
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Tabelle VIII. 







































































c ; 49. 40, 64. 
g| Kriska Bogar Betta | Margyala aeeme Zoumni 

8 2 ia e | 2 < heey © -_ 

3 z Fett z Fett z Fett 3 | Fett z | Fett z Fett 
Sa! a | z a | a | z 

1] 1| 5309}—| — 1 4,946] 14,7597] 1 1,247 |sogieicn 3,168 
2 —- }-| -|-| -|-| -|-| - 3 | 13,725 
3]}—| — | 8\7,4404)—| — | 5 10,392)-, — 5 | 12,072 
4)—, — |—| — |—| — ]12 16,202/—) — | 12 | 7,898 
5}—| — |14, 7856}—| — |— | — |15) 5692] — | — 
6|—| — |19,10,001}17| 7,586;—| — |—'| — | 20 | 7,489 
7|24| 6035]}—| — |—| — |24 8118}/—;| — | 25 | 7,850 
Se eS lhe? ee oe ee 
9}— — |32| 7,137]—| — |36 6,551/32| 6,575] 37 5,428 
10}|—, — |44) 7,708] 41/11,012;}— — |44, 6,950] 45 | 6,658 
11] 48 5,233}—| — |—| — |48) 6,305}—| — | 50 6,061 
12}— — | 56) 6433/53) 5,602) — [56/5366] — | — 
13}—| — |—| — |65)6449;-—-) — J—- — | — | — 
14]/—| — |68| 6154;—| — |—| — |68 5,859] 70 | 4,982 
15}—, — |—| — |77| 5,371]72 6262/—| — | 75 | 6,059 
16|82 4,986] 82| 7,413|—| — |84 7,994]80 8,937] — | — 
7]J—| — |94| 5724)-| — |J—| — J—-, — | — | — 
18|—| — |—| — |101) 5e06);—; — j—| — 100 | 7,397 
19]106| 6,134;—| — |—| — |10s|\ 5s71;/—| — | — | — 
ooj—! — |—| — |usies7qq—| — |—| — | 12 | 6314 
21}—, — |118 6967;—| — |—| — |ulej9ann] — | — 
ons am geal, ck ge ped nels tol Mle tock Boost, fae | 1,877 
231130, 6,385]130 5,571; —| — |—| — |128,6008] — | — 
a/—, — |—-| — |J-| — J-—| — J—| — | 136 | 5,744 
osiise| os0si—| — i—| — j—| — j—-| — | — | — 
26|178| 7,031|—| — |—| — j|—| — |—| — | 172 | 6,722 
27j—| — J—-| — J—-| — J-| — J—-!| — | 184) 7a 
Bip — i} — i} = i} — — | 196 | 7,070 

Tabelle IX. 

Eg] a9 40 64 “ 
Bs . . 

E E Bogér Dette Mérgyala Zsazsa Zsuzsi 
et te CT Se te 

a2 Pro- | Fett —_ ‘Fett Pro- | Fett _ ‘Fett Pro- | Fett 
I] 19,916, 7,4404]19,603 4,946] 19,773 4,7597 19,766 1,247 22,798) 3,168 
IT} 14,359 7,856 | 9,354 7,586) 16,529 10,392 | 16,528 5,692} 16,705) 13,725 
IIT] 12,092 10,001 | 7,014 5,569] 12,570 15,202 | 10,142 6,575] 13,975, 12,072 

















ee oe eS ee es 











128 F. Baintner und K. Irk: 


Unter Einwirkung der bedeutenden Nervenreize wihrend des Kalbens 
bedingt die unter dem vasomotorischen Einflusse des Nervus spermaticus 
internus auftretende rasche Serumsekretion ein rapides Zunehmen der 
Konzentration und des Gehaltes an Protein, soweit es der Umfang der 
Euterlumina (mechanische Riickwirkung) und die Lésbarkeit der Be- 
standteile gestatten. Dieser Zustand ist im ersten Stadium der Bildung 
von Colostralmilch vorherrschend. Der mechanische Druck der bedeu- 
tenden osomotischen Konzentration erweitert dann — wie wir es 
bereits gesehon — das Lumen des Alveolus, reduziert die Driisenzellen 
auf das primaire Stadium, was auch der Ansicht von Bizzozero und 
Vassale entspricht, laut denen die Milchsekretion, resp. die Ausbildung 
des Heidenhainschen hohen Epithels von der Fiille der Alveolen ab- 
hiingig wire, indem die Epithelzellen gelegentlich der Kontraktion der 
Alveolen gedehnt, und mit Erweiterung derselben wieder erweitert werden. 
In letzterem Zustande ist die aktive Tiatigkeit der Zellen auf das Mini- 
mum beschriinkt, demnach wird auch die Ausscheidung von Fettkugeln 
auf das Minimum reduziert. Daher stammt der relativ geringe Fett- 
gehalt der zuerst gemolkenen Colostralmilch. Hierauf kann auch der 
Umstand von EinfluB sein, daB sich die Zellen eigentlich in schlaffem 
Zustande, andernteils unter groBem Drucke befinden. AuBer der aktiven 
Tatigkeit der Zelle ist nimlich auch eine gewisse intracellulire Spannung 
dazu nétig, damit die zufolge der Flachenspannung anhaftenden Fett- 
kérper abgelést werden kénnen. 

Nachher folgt das erste Saugen des neugeborenen Tieres. Das Euter 
entleert sich, die Spannung der Milchginge, der Cysternen hért auf. Die 
Alveolen kehren rasch von der infolge des Druckes eingetretenen Er- 
weiterung in die urspriingliche Lage zuriick, ihre aktive Tiatigkeit beginnt, 
das in den Zellen angesammelte Serumeiwei8 wird zu Fett rasch ver- 
arbeitet, und hierdurch, méglicherweise auch mit Zunahme des mit den 
Nihrstoffen aufgenommenen Fettes, wird der Fettgehalt des Sekretes 
bedeutend erhdht. 

Dieser ProzeB geht infolge des raschen Schwindens des Druckes 
entgegen dem normalen Verlaufe so rasch von statten, daB der Gehalt 
an Trockenstoffen in manchen Fiillen (z. B. die Milch von Margyala) von 
28,489°/, auf 32,063°/, oder (z. B. die Milch von Zsuzsi) von 29,644°/, auf 
32,755°/, erhéht wird. Einesteils der osmotische Druck des in die Milch- 
hdhlen gelangten gréBeren Quantums Fett, andernteils die gesteigerte Trans- 
formation der Proteine verursachen eine betrichtliche Verminderung des 
Proteingehaltes des Sekretes. Diese Annahme wird auch von der Er- 
fahrung bestitigt, daB das umgekehrte Verhiltnis in der Anderung der 
erwaihnten zwei Bestandteile des Sekretes in den meisten Fallen zu kon- 
statieren ist. 

Eine weitere Folge der aktiven Titigkeit der Zellen ist auch die 
Zunahme von Milchzucker, die mit dem Fette gleichzeitig ein, wenn auch 
allmahliches, aber stetes Steigen aufweist. Auch das Verhialtnis der Protein- 
bestandteile erleidet eine Uminderung, indem das Casein auf Kosten des 
Albumins zunimmt, da ein Teil desselben vom Nuclein der Zelikerne 
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gebunden wird. So ist es erklirlich, daB die zweite Milch fettreich ist, 
der Zuckergehalt zunimmt, der Proteingehalt abnimmt, und daB8 die 
Quantitaét des Caseins auf Kosten des Albumins wichst. Das wiederholt 
sich auf obige Weise, bis die Milchbestandteile in labilen Gleichgewichts- 
iibergingen die normale Zusammensetzung erreichen. 

Die Wahrscheinlichkeit unserer zuvor dargelegten Annahme wird 
durch die Untersuchungen von Erlenmeyer, Hendel und Mihlbach 
bestatigt, ferner durch die allgemein bekannte Tatsache, daB die Milch 
in kiirzeren Zwischenriumen gemolken, an Gehalt an Trockenstoffen zu- 
nimmt, im entgegengesetzten Falle aber, wenn sie in dem Euter lingere 
Zeit verbleibt, verdiinnt wird (siehe Tabelle X und XI). Je 6fter die 
Milchlagunen entleert werden, desto bedeutender ist die Bildung von 
Fett, Eiwei8 und Zucker usw., da mit Verringerung des auf die Alveolen- 
wand geiibten osmotischen und mechanischen Druckes auch der Druck 
schwindet, der auf die Tatigkeit der Epithelzellen hemmend wirkt; bei 
langerem Stehen hingegen iibt das angesammelte Sekret einen mecha- 
nischen und zufolge der Konzentration einen osmotischen, bzw. hemmen- 
den Einflu8 auf die Milchdriisen, die Transformation von Eiwei8, Fett, 
Zucker usw. nimmt ab, und die Milch wird allmiahlich immer diinner. 


Tabelle X. 
(Hendel und Miihl bach, Landwirtschaftliche Versuchsstation 906, S. 455.) 



































a 
Das Melken abends zg Das Melken friih g= Das Melken friih 
8 Uhr g 2 4 Uhr é 5 4 Uhr 
L Ba I. 5a Il. 
| | 
Milch Fett Milch Fett Milch Fett 
— Sle te ak hom a hae, 
2914 | 4,40 3990 3,00 50 6,40 
1872 4,60 3055 3,55 28 5,70 
1578 4,25 2913 3,05 25 4,32 
1620 4,29 2935 | 3,16 67 5,64 
1860 5,05 2865 3,39 95 8,86 
1615 4,55 2725 3,10 103 3,88 
1408 4,39 2870 | 3,14 60 6,23 
1510 4,90 2990 2,80 64 5,00 
1430 4,80 3122 | 2,90 1120 | 3,44 











(Die I. Rubrik weist den Fettgehalt einer nach 4stiindigem, kurzem 
Zwischenraume gemolkenen Milch; die darauf folgende II. Rubrik zeigt 
die Werte einer nach langerem, 8 stiindigen Intervalle gemolkenen Milch; 
die III. Rubrik zeigt wieder die entsprechenden héheren Werte eines 
4stiindigen Intervalles auf, wie das auf Grund unserer oben erdrterten 
Ansicht kausalerweise folgt.) 
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Tabelle XI. 


Der vom letzten Melken | 
verstrichene Zeitraum | 
stiindlich | 





Feste Bestandteile | Feste Bestandteile 
der ersten Milch | der letzten Milch 





12 | 9,90 11,82 
6 12,80 16,06 
5 11,40 17,70 
| Thanhoffer: Histologie 

DaB in der Frauen-, Kuh- und Biiffelmilch beziiglich des Ver- 
haltnisses und der quantitativen Anderung der Bestandteile ahnliche Be- 
ziehungen obwalten, bestatigt nur die Richtigkeit unserer Annahme. Die- 
selbe wird durch jene Erfahrung keineswegs entkriaftigt, wonach im Co- 
lostrum des Schafes und der Ziege der Fettgehalt anfangs hoch ist und 
spiter abnimmt, da die vielen Proteintrockenstoffe und wenig Zucker 
fiir dieselben charakteristisch sind. Diese im Fettgehalte der ersten 
Milchsorten obwaltende Differenz kann durch die abweichende chemische 
Konstitution des Blutserums, durch die Anderung der Konzentration 
des Sekretes und der dadurch bedingten Druckinderung und noch auf 
mehrere andere Weisen erklart werden, und was die theoretische Grenze 
der einzelnen Werte sein mag, kann bloB durch entsprechende Experi- 
mente bzw. durch deren Resultate entschieden werden. 

Im Zusammenhang mit dem Fettgehalte der Milch bot sich als 
interessantes Experiment dar, die GréBe der Fettkiigelchen, ihre Zahl 
in 1 emm Milch festzustellen, und besonders, von welchem Einflusse die 
Anderung des Fettgehaltes auf die Zahl der Fettkiigelchen sei. Als MeB- 
instrument wurde das Okularmikrometer von Reichert verwendet, dessen 
Werte mit einem Objektivmikrometer verglichen — von Fall zu Fall 
der gebrauchten VergréBerung entsprechend umgerechnet wurden. In der 
Biiffelmilch fanden wir Fettkugeln im Durchmesser von 1 « (Mikron) = 
(0,001 mm) — 15 uw Mikron (0,015 mm). 

In den ersten Milchsorten fanden sich sehr viele, kleine Fettkugeln 
von 2 bis 3 Mikron Durchmesser, spiter iiberwiegen entschieden die 
gréBeren im Durchmesser von 7 bis 9 Mikron und dieses Verhiltnis ver- 
bleibt konstant mit kleineren oder gréBeren Schwankungen bis zu Ende. 

Etwas umstandlicher war das Verfahren, das wir zur Zihlung der 
in 1 cmm vorhandenen Fettkugeln eingeschlagen haben. 

Der Apparat von Professor Thoma, der zur Zahlung von roten 
und weiBen Biutkérperchen dient, war nur mit einem gewissen Kniffe 
zu verwenden. Die Fettkiigelchen schwimmen namlich im Gegensatz zu 
den Blutkérperchen auf der Oberfliche der Fliissigkeit, weshalb die- 
selben zufolge der verschiedenen Distanz von dem Focus, mittels des 
Zahlnetzes, das auf den Boden der Zihlkammer eingestochen ist, nicht 
beobachtet werden kénnen. Die Fettkiigelchen werden durch die zur 
Verdiinnung der Milch verwendete Kochsalzlésung noch mehr vom Zahl- 
netze entfernt; die Kochsalzlésung wurde mit einem dem Serum ent- 
sprechenden spezifischen Gewichte zur Verdiinnung der Milch verwendet, 
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damit eine bedeutendere Anderung des osmotischen Druckes resp. des 
Dissoziationsgrades nicht etwa den Zerfall der Fettkugeln verursachen mége. 

Diese Schwierigkeit konnten wir durch Anwendung von Osmium- 
saure (OsO,) beheben, weil das spezifische Gewicht der Fettkugeln durch 
das von dem Fett reduzierte reine Osmium derart erhéht wurde, daB 
sich dieselben auf den Boden der Kammer, demnach auf das Zihlnetz 
lagern, wodurch sie wahrgenommen und vermége der dunkleren Fiarbung 
leichter gezihlt werden kénnen. 

Auf Grund des Gesagten bewerkstelligten wir die Zahlung in fol- 
gender Weise: Von der Kochsalzliésung, die ein dem Serum entsprechendes 
spezifisches Gewicht besitzt, wurden 199 com abgemessen und in dieselbe 
1 ccm der zu untersuchenden, gut aufgeriittelten Milch eingetraufelt, dann 
wurden die beiden Fliissigkeiten gut geschiittelt. Von dieser Mischung 
wurden 3 bis 5 ccm auf ein Uhrglas gegossen, mit einem anderen be- 
deckt, dessen Innenflache mit einem Tropfen einer 1°/,igen Osmium- 
sdurelésung benetzt wurde. Nach einstiindigem Stehen wurde die Glas- 
kammer mit der den Osmiumdimpfen ausgesetzten Milch gefiillt, die 
vorher tiichtig geschiittelt wurde, damit sich die niedergeschlagenen Fett- 
kugeln gleichmaBig verteilen, dann wird die Objektivplatte darauf ge- 
gegeben, mit gehériger Achtsamkeit, damit in der Kammer keine Luft- 
blase sei. Hierauf tiberzeugen wir uns mittels geringer (70facher) Ver- 
gréBerung davon, ob die Fettkugeln gleichmaBig verteilt sind, dann be- 
ginnen wir bei 450 bis 500facher VergréBerung mit der Zahlung der 
Fettkérper. Wir zahlten stets den Inhalt von 9 bis 16 Quadraten und 
wiederholten 4 bis 5mal die Berechnung an einer stets anderen Stelle 
der Kammer, weil die Bestimmung desto verliBlicher ist, je mehr 
Quadrate gezihlt werden. Die auf ein Quadrat entfallende Durchschnitts- 
zahl ist durch eine Division mit 9 bzw. 16 leicht zu berechnen. Wenn 
wir nun letztere Zahl mit 4000 und je nach dem Grade der Verdiinnung 
noch mit 100 bis 200 multiplizieren, so entspricht das Produkt ungefahr 
der Zahl der in 1 cmm befindlichen Fettkugeln. Die folgende Tabelle 
weist den Fettgehalt und die Zahl der Fettkugeln von 1 cmm Milch der 
Biiffclkuh Zsuzsi wahrend der ersten 8 Tage nach dem Kalben auf. 


Tabelle XIL 























° ae j of oe g | | 

ele gs yie3 
: is | Zabl S| 24 | Zabl 
Z|. $5) Fett °/, der Fettkugeln] 3 , S:4/ Fett /, der Fettkugeln 
S)o8M Qo. J | Qo | : " 
= Srl | in 1 cmm Milch SEEs in 1 emm Milch 
S| as | oie.) : 

1 |Sogieich 3,168 | 6,240,000 [10| 75 | 6,059 | 3,395.200 
2| 3 | 13,725 | 11,555,200 |11| 100 | 7,397 | 4,320,000 
3| 6 | 12,072 | 11,688,800 |12, 112 6,314 3,347,200 
4/ 12 | 7,808 | 7,510,000 |13 124 7,877 | 2,636,800 
5| 20 | 7,489 | 6,097,600 |14 136 | 5,744 2,737,000 
6| 25 7,850 | 6,755,200 |15 172 | 6,722 | 3,344,000 

7| 37 | 5,428 7,162,800 |16 184 7,111 | 2,684,000 
8| 45 | 6,658 6,080,000 |17) 196 | 7,070 | 

9 50 6,061 6,008,000 
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Laut Ergebnis der mitgeteilten Daten besteht zwischen dem Fett- 
gehalte und den in 1 cmm enthaltenen Fettkugeln nicht jener enge Zu- 
sammenhang, der etwa zu erwarten ware, indem die Zahl der Fettkugeln 
in Milchsorten des nimlichen Fettgehaltes sehr verschieden sein kann. 
Das fallt besonders dann auf, wenn wir die 1 oder 2 Tage nach dem 
Kalben gewonnenen Milchsorten von diesem Standpunkt mit den letzthin 
gemolkenen Milchsorten vergleichen, waihrend die Colostra und die nor- 
malen Milchsorten gleichen Fettgehaltes beziiglich der Zahl der Fett- 
kugeln untereinander geringere Differenzen aufweisen. Der Grund davon 
mu8 der verschiedenen GréBe der Fettkugeln, ferner jenem Umstande 
zugeschrieben werden, da&, wihrend die Fettkugeln in einem Falle, z. B: 
in dem Colostrum, nahezu ausnahmslos sehr klein sind, in der normalen 
Milch die gréBeren haufiger vorkommen, wenn auch das Verhiltnis zwischen 
denselben nicht konstant ist; daher kommt es, daB die Zahl der Fett- 
kugeln in 1 comm Milch trotz zunehmenden Fettgehaltes oft abnimmt: 
Auf Grund obiger Tabelle kann iiberhaupt gesagt werden, daB in dem 
Colostrum des Biiffels jedem Prozente Fett eine Million, in der normalen 
Milch aber ungefahr 0,5 Millionen Fettkugeln entsprechen. Die zwischen 
dem Colostrum und der normalen Milch auch diesbeziiglich konstatierbare 
bedeutende Differenz diirfte ihre physiologischen Griinde haben. 


Wir wollen schlieBlich noch erwihnen, daB die atherische Lésung 
des Fettes sich in zwei separate Schichten absondert, namlich in eine 
dunkelgelbe, dickere untere Schicht von gréBerem zpezifischen Gewicht, 


und in eine iiber derselben schwimmende, hellere, gelbe Schicht. Im ge- 
schmolzenen Fette befinden sich auBerdem auffallend dunkelbraune 
Tropfen, die bald zusammenflieBen, bald gesondert im Fette schwimmen. 
Ob sie beziiglich des chemischen Baues voneinander differieren, ist einer 
besonderen Untersuchung zu entscheiden vorbehalten. 


Gehalt an Trockenstoffen. 


Der Gehalt an Trockenstoffen der Colostralmilch ist anfangs zufolge 
der vielen Proteine, spiter zufolge des rasch zunehmenden Fettgehaltes 
auBerordentlich hoch. Die Steigerung erreicht in den ersten 15 bis 20 
Stunden das Maximum (siehe Tabelle XIX), wie es unseren vorher- 
gehenden Erérterungen nach zu erwarten war. Das allmiahliche Zu- 
nehmen des Zuckergehaltes entgegen dem rapiden Falle der sonstigen 
Bestandteile beeintrachtigt die Abnahme der Trockenstoffe keineswegs. 
Die Bestimmung derselben erfolgte mittels Quarzsand und Gips bei 
100 bis 150° C; iibrigens wird der weiBlich-gelbe Rest rasch gebraiunt 
und gibt Anla8 zu Fehlern. 
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Z I. Kriska | 49. Bogér| 40. Betta Mécgyole Zsazsa Zsuzsi 
Ble i) eam FUG. | See 7 re ee 
3] 2 mac] 2 mes] 2 lmen| elma] zines] 2 lms 
4a = | EY Z 3 |" z 
1] 2 |31,528 | —| 1 107,443] 1 28,484] 1 24,092 leagtetcn 

Sl, —) 27, 28, Sogleich 29,644 
ne sg ee ee A ee ee 
3}—| — | 8 (29,943 —| — | 5 30,688 —| — 5 29,259 
4}—| — J|—| — |—| — ]12 32,063]; — | 12 [18,832 
5i—| — |14e5sce)—| — |—| — |15/25,995) — | — 
6 — | 19 26,867] 17 21,037 “| _ =| — | 20 17,696 
7/24 /15,870]}-—-| — |—| — |24/20,043]/—! — | 25 |18,182 
Chae] ee fm) ++ ODN el: oe: Pred. om: Bowe | 
4 =| — |32 19,078]—| — | 36 17,431 | 32 20,788] 37 (15,917 
10]—| — | 44,17,745] 41 22,204]—| — | 44/19,813] 45 (16,465 
11/48 14,778} —| — |—| — ]|48/17,440 —| — 50 16,202 
12}—| — | 56 17,689] 53 16,679] —| — 66 /16,961 2 
13)—| — |—| — |65\16864)—| — |—| — 
14/—| — |68 16827];—| — |—| — |68(|16,747] 70 [16,5611 
15|—| —| — |77 15,859] 72 |16,270 | — | 75 |16,493 
16] 82 15,130] 82 18,231; —  — 16,500} 80 18,414) — | — 
ia-| <= SORREE ae) wo Bed ae F] Fw | oe 
18 — |—| — |10116092]—| — |—| — | 100 (17,809 
19106 16,742)—)  — on) om MOMOIGMBB ant anf ae | on 
Sie-| — I—| ~ BINS) — 1. 112 {16,730 
ai} 118 16,161 —| — |—| — |u617,608} — | — 
22]—| — |—| — |-| — |—| — |—| — | 126 /18,560 
23 |130\17,326 |130,16,179]—| — }|—| — 12817,285} — | — 
24 oe Tine oe nt mn fe] an el oe 2 OOP ORE 
NT ee a ee ee oe eee 
26 |178 17,535 wee — se eS AS 
ai—| — |—| — j-| — j-| — |—| — | 16 ao 
si—| — i—| — |—| — |—| — |~| — | me tees 

Zuckergehalt. 


Protein stufenweise abnimmt. 


Die Bestandteile, wodurch die Fehlingsche Lésung reduziert wird, 
sind in den ersten Stunden am geringsten, sie nehmen aber allmihlich 
und stufenweise zu (siehe Tabelle XIV) und erreichen schlieBlich nach 
ungefihr 37 bis 48 Stunden die normale Grenze (4,073°/,, 4,138°/,, 
4,341°/,, 4,382°/,, 3,830°/, und 4,149°/,). Der Zucker bildet nebst dem 
Protein den am regelmaBigsten verinderlichen Bestandteil des Colostrums, 
er nimmt aber im Gegensatz zu demselben stufenweise zu, wahrend das 


Der Zusammenhang zwischen dem regel- 
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maBigen, aber entgegengesetzten Variieren dieser beiden Bestandteile ist 
mehr als wahrscheinlich; auf Grund unserer heutigen Kenntnisse ver- 
fiigen wir aber kaum iiber eine akzeptable Hypothese. 


Tabelle XIV. 


49. Bogér | 40. Betta 





Zsazsa Zsuzsi 


gf]: 
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Zucker 


“© 
c 
| Zucker |Zucker 
s 
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a Oe ESS 


‘Laufende Nr. | 


fh 
|. 
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— || Stunde 


Sogleich 1,675 
3 | 1,396 


2,444 
2,874 


lmao | 


5 

2 
20 | 3,247 
25 | 3,630 


17 
inno f 


29) 4,315 


41) sein 


eoynoaar WN = 


37 | 4,274 
45 | 4,149 
50 | 3,915 


Sl el 





53 | Pet 
65) 4,401 
ae ere 

4,323|72| 4,021 
— |84) 4240 


4,743 


70 
75 





100 | 4,223 


ri Sl@isleseliielit 


4,541 _ | 4,073 
116 4,003} — | — 
—| — | 12 | 4,058 
128| 4332] — | — 
—| — | 136 | 4,391 
| 


4,885 asi 172 | 4,596 
| —| — | 184 | 5,733 
_ =o —| — | 196 | 4407 


Laut Tierfelder geht der Vorgang auf fermentativem Wege von 
statten, indem das Ferment in den Driisenzellen an dieselben gebunden 
verbleibt und bloB der transformierte Zuckerbestandteil frei wird. Diese 
Annahme wird durch das konstante Steigen des Zuckergehaltes entgegen 
der regelm&éBSigen Abnahme des Proteins unterstiitzt. Nach E. Fischer 
soll der Milchzucker aus dem Dextrosegehalte des Blutes durch eine 
stereochemische Umanderung entstehen. Nach dieser Richtung hin sind 
Experimente im Zuge. 
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Welche Hypothese immer sich bewahrheiten sollte, sie steht zu 
unserem dargelegten Standpunkt im Endresultate in keinem Gegensatz. 
Die Bestimmung des Zuckers erfolgte in jedem Falle nach dem 
Verfahren von Ritthausen; es wurde namlich nach erfolgtem Nieder- 
schlage des Proteins aus dem Gewichte des mit der Fehlingschen 
Lésung reduzierten Kupfers die reduzierende Lactose berechnet. 


















































Tabelle XV. 

2 I. 49. 40. 64. 
C Kriska Bogar Betta Margyala Zanane Zauzsi 
i ceccsercabeesailinasst ti sadiied Eipedipesencaspanlicdierens 
5 | 2 | Sperit. | 3 | Spenit.] 2 | Spezit.| 3 | Spezit.| $ | Spezit.| $ |Speeit 
a|2 ber. teak pte. | 2 | dow. | 3 | Gow 
1] 1 0,07445 —| — |1 |1,0698] 11,0678 1 | 1,0740 1 | 1,0695 
” = Pe > ae ae eg poe Poe 
3]—| — |8!/1,066e7]— — |5 1,0650]/—| — | 5 |1,0452 
4i—| — |-—| — J—| — ]12/1,0445 —| — |12) 1,0342 
5}—| — | 14/1,0450/ 17 | 1,0430}—  — | 15) 1,0630| — | 
a) eee el eS 1,0330 
7/24 1,03335]—| — |—| — |2%/1,0368]/—| — |—| — 
s}—| — |-—| — 29 | 1,0398 —| — |—| — |25/1,0332 
9}— — |32/1,0355]|—| — |36 1,0350] 32  1,0465 | 37 | 1,0368 
10}—| — | 44) 1,0330] 41 | 10333} | — | 44) 1,0375] 45 | 1,0348 
11]48 1,03427}—| — |— | — [48 1,0352]}—| — |50/1,0341 
12}—, — | 56 / 1,0340] 53 1,0340]—  — 56) 1,0360)—| — 
13}— — |—| — ]65/1,03398/—| — |—| — J—| — 
14;/—  — | 68/1,0335;—| — |— — | 68) 1,0335] 70) 1,0331 
15}—  — |—!| — |77/1,0345]72/ 1,0330 —| — |75) 1,0330 
16 | 82 1,03532 | 82 | 1,0340}—| — | 84) 1,0335]80|1,0350]—| — 
17]—| — |94/1,0345]—| — }]—| — J—| — J-, — 
isi—| — “| — |101)1,9335]—| — |—| — [100 1,0332 
19/106 1,03564;—| — |—| — [108)10340;/—| — |—| — 
20}—- — |—| — [113 1,0350}—| — |—| — |u2 10349 
21j—| — 118/1,0845)—| — j—-| — 116) 1,0350}—|  — 
2i—| — |-| — |-| — I-| — I[—-| — |i 10046 
23 |130 1,03601 |130) 1,0355}—| — }—| — |128)1,0360}|—  — 
24j—| — = mh > bob. tp a 
spseiossisi—| — |—-| — |-| — |-| -— {[-| - 
26178 1,03550)—| — }|—| — |—| — |—| — [172 1,0363 
27/—| — | — I-| — |-| — |—| — 184 1,0366 
2i—- — |j-| — |-| — | — |— | — 196 1,0380 

Spezifisches Gewicht. 


Im Laufe unserer Forschungen erhielten wir das héchste bis jetzt 
im Colostrum festgestellte spezifische Gewicht, dessen Wert in einem 
Falle auf 1,07445 (siche Tabelle XV) stieg; dann nihert es sich mit 
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konstantem Sinken dem Durchschnittswerte. Auffallend ist es, da8 die 
Zunahme des Gehaltes an Trockenstoffen in mehreren Fallen (siehe z. B. 
die Milch von Margyala, Tabelle IV) von keinem dhnlichen Einflusse 
auf das spezifische Gewicht der Milch ist, im Gegenteil, das spezifische 
Gewicht nimmt noch ab. Das erfolgt naimlich in solchen Fallen, wenn 
die Zunahme der Trockenstoffe durch eine Vermehrung des Fettquantums 
verursacht wird. Als Beweis hierfiir dient, daB die Steigerung wie 
auch das Sinken des spezifischen Gewichtes den Anderungen der fett- 
freien Trockenstoffe getreu folgt, wie das aus dem Vergleiche der Rubriken 
von fettfreien Trockenstoffen und des spezifischen Gewichtes erhellt 
(s. Tabellen I bis IV). 


Gehalt an Asche. 


Der Aschengehalt der unmittelbar nach dem Kalben gemolkenen 
Milch ist am héchsten (s. Tabelle XVI), nachher folgt eine kurze Ab- 
nahme, dann wieder eine konstante Zunahme, schlieBlich verbleibt er 
innerhalb der Grenzen normaler Schwankungen konstant. LEigentiimlich 
und erwahnenswert ist es, daB das Wechseln desselben von dem 
Quantum fettfreier Trockenstoffe und der Milchbestandteile unabhangig 
ist, so weist z. B. der Aschengehalt oft, wenn auch die fettfreien Trocken- 
stoffe eine Zunahme zeigen, eine Abnahme auf (s. Tabellen I bis VI). 


Die Refraktion des Colostralserums. 


In Ermangelung eines entsprechenden Apparates war Herr Ernst 
Losonczy, kénigl Chemiker, so freundlich, in der staatlichen chemischen 
Versuchsstation zu Kolozsvér die Refraktion des Serums von Biiffel- 
colostren mittels des C. ZeiBschen ,,Eintauchrefraktometers“ zu _be- 
stimmen. Die Skala erstreckt sich von — 5 bis -++- 105 = n. D. 1,32539 bis 
1,36640. Jede einzelne Bestimmung wurde bei 17,5° C vollzogen. Das 
destillierte Wasser hat bei 17,56°C = 15 Refraktiometergrade = 1,33324 
n. D., welch letztere Zahl den ,,Refraktionsindex* in bezug auf eine 
D-Strahlen-Beleuchtung bezeichnet. 

Die Daten der Tabelle XVII beziehen sich auf die Milch der 
Biiffelkuh VI. Zsuzsi. 

Die Refraktion des Serums von normalen Biiffelmilchen befindet 
sich daher zwischen 45 bis 50 Refraktometergraden. 

Letzthin hat Dr. C. Schnorf Kuhcolostren behufs Bestimmung der 
Leitungsfihigkeit, des Sinkens des Gefrierpunktes und der refrakto- 
metrischen Werte untersucht, und er beobachtete entsprechend der beim 
Biiffelcolostrum konstatierbaren bedeutenden Anderung, daB die Leit- 
fahigkeit und das Sinken des Gefrierpunktes innerhalb der ersten 
8 Stunden, also meist bei dem Entnehmen der zweiten Probe abnormal 
hoch steigen (z. B. von 46,75 >< 10* auf 60,90, sogar auf 66,14 >< 10‘), 
dann sinken sie allmahlich bis zum normalen Wert. Die zwischen beiden 
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Tabelle XVI. 





Laufende Nr. 


om oaouarrrk wd = | 


— 
f-) 


ll 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 


21 
23 
25 
26 


27 
28 








106, 0,988 
—|—- 


130. 0,982 
154, 0,979 
178 0,914 


























Bogar Betta | Margyala Zsazse Zsuzsi 
Cy © © © | Co 
g | Asche 3 Asche 3 | Asche Asche H | Asche 
7) m mM | m | n | 
| —|1 | 0,857 | 1 1,041 | 1 | 1,056 |sogieich 0,829 
Bow —-|-]J- -|-| - 3 | 0,825 
8 /0,858}—| — |5/097%|/—| — | 5 | 0,767 
—| — J—| — ]reloseo|—| — | 12 | 0,783 
14/0,47/—| — |—| — |is/ooss}] — | — 
19 | 0,825]17 0,813}— — |—| — | 20 | 0,813 
—| — |-—| — |24,0,857;—| — | 25 | 0,834 
—| — |29)0868)/—| — |—| — | — | — 
as 0,883 }—| — |36 0,866} 32 0,904] 37 | 0,895 
44| 0,896 /41 0,816]— — |44/ 0,908] 45 | 0,883 
—| — j— 48/0,871]— — | 50 | 0,872 
56 | 0,933 | 53 0,896|]—| — |56 0,967] — | — 
—| — (S| eati—| —- j-| —~ i - | 
68 | 0,920}— — |—| — |68/ 0,955] 70 0,951 
—| — [77 0,937 |72/0,878}—| — | 75 | 0,989 
82/0,958}— — |84/0,903]/80 0,961); — | — 
ei} — E-) = fo] — ngs 34 
— |1o1\ 0,922}—| — |—! — | 100 | 0,966 
|=. len}. Oe G688 iy —i|— | _ 
—| — |113, 0,92]—| — |—| — | 12 | 0,952 
118'0,947/—| — |—!| — |usosn| — | — 
as} as Fas] as far] an Fool os F OOS | QOSR 
130! 0,028/—| — |—| — fi2si\0ess} — | — 
—| — |J-| — J-| — J-| — | 136 | 0,913 
| Sas cilia am ose 
eh od Eel ok bol ao ee | 0.978 
—| — J-| — J-| — |[—| — | 184 | 0,939 
” js Gal ee fal a Bl ee 8 te 














Colostren herrschende Analogie ist sehr auffallend, nur besteht der Unter- 
schied, da8 im Biiffelcolostrum das plétzliche Steigen des Wertes nicht 
mit der Zahl der nach dem Melken verstrichenen Stunden, sondern mit 
der Zahl des Melkens in Zusammenhang steht. Der Salzgehalt des Colo- 
strums aus der Milch ist nahezu der nimliche; daB die Leitfahigkeit 
trotzdem so gering ist, ist dem Umstande zuzuschreiben, daB die Dis- 
soziation der Ionen durch das unverhiltnismaBig groBe Quantum des 
nicht elektrolytischen Caseins und Albumins verringert wird. 
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Tabelle XVII 





Zah! der 


—* om | Refraktion 


gerechnet 


Zahl der 
ee Refraktion 


vom Kalben 
gerechnet 
Zahl der Melken 
vom Kalben 
gerechnet 


Zahl der Meiken 








46,3 
45,5 
46,4 
112 45,2 
124 45,0 
136 45,1 
172 46,0 
184 45,8 
196 45,0 


Schnorf erhielt keinen Zusammenhang einesteils zwischen den 
Werten der Leitfaihigkeit und Sinken des Gefrierpunktes einerseits, zwischen 
den refraktometrischen Werten andererseits. Beim Biiffelcolostrum offen- 
bart sich die bedeutende Veriinderung der Zusammensetzung der Milch 
auch in der auffallenden Anderung der Refraktion des Serums. 

Auf die Bestimmung der Leitfahigkeit und des Sinkens des Ge- 
frierpunktes des Biiffelcolostrums konnten wir in Ermangelung ent- 
sprechender Apparate nicht eingehen. 

Tabelle XVIII. Die durchschnittliche Zusammensetzung der Colostral- 
milch aor Frea und ciniger Tiere. 
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sogleich 58,0 
56,0 
62,0 
52,0 
54,0 
51,0 
45,0 
45,5 
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Wasser IProtein Fett | Zucker | | Asche Tater 8 : .eeory 

oe ; lytischen 
~ Gehalt in Prozenten Daten 











Frauen- 
milch [84,30 | 9,756 2,594 2,942 0,340 15,70 
Kuh- | | | 
milch {71,69 2068 — 2,48 78 
Schafs- 
milch | — 24,976 9,419 2,000 0,826 40,002 +1,07982} Dr. Baintner 
Katzen- 
milch [81,63 | 9,08 3,33 4,91 88 = | — |Kénig 
Biiffel- | 
milch |71,4777 20, 5543 46448 2,1253 °, 92518 28, 5223 1 07038) pe irk 


Pfeiffer 


Eugling*) 


| 
j 
| 
| 
| 








1) Der oben besprochene Zusammenhang kann beziiglich der bisher 
genauer untersuchten Milchsorten fiir allgemein gelten, indem die in 
letzterer Zeit von Dr. M. Siegfeld (Colostrum-Analysen, Molkerei-Zeitg. 
908, 1293) publizierten Angaben: 
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Resumé. 


Die physikalischen Eigenschaften und die chemische Zu- 
sammensetzung des Biiffelcolostrums entsprechen im groBen 
ganzen dem Colostrum der iibrigen derzeit bereits untersuchten 
Wirbeltiere. Demnach ist der Proteingehalt der ersten Milch 
auBerordentlich hoch (19 bis 22°/,), der Gehalt an Fett (1 bis 
7°/,) und an Zucker (2°/,) hingegen gering; der Proteingehalt 
weist dann schon nach Verlauf von 24 Stunden eine rapide 
Abnahme (durchschnittlich 12°/,) auf; es ist ein kurzwahrendes 
Steigen, dann Sinken des Fettes wahrzunehmen, wiahrend die 
Zunahme der Zuckerquantitét konstant ist. Der Gehalt an 
Trockenstoffen ist nicht stets in der ersten Milch am héchsten 
(24 bis 31°/,), die Quantitét kann in den dem Kalben folgenden 
24 Stunden noch zunehmen (z. B. in zwei Fallen: 32°/,), nach 
dieser Zeit erfolgt das Sinken rapid auf den konstanten Durch- 
schnitt 16 bis 17°/,. Das stufenweise Sinken des spezifischen 
Gewichtes (am héchsten 1,07445) kann abgesehen von sehr 
kleinen Schwankungen konstant genannt werden. SchlieBlich 
betrigt die nach dem Verbrennen der Milch zuriickgebliebene 
Asche anfangs meist 0,8 bis 1,05°/,, hierauf folgt eine kurz 
wahrende bedeutende Abnahme, dann eine neuere Zunahme. 
Die héchste Anderung samtlicher Milchbestandteile ist in den 
ersten 24 Stunden wahrzunehmen. Ein sehr getreues Bild der 
in der Zusammensetzung der Milch eintretenden Anderung er- 
halten wir in der Refraktion des Milchserums, es steht uns 
Kuh III. Gekalbt 20./X. 4/,9 Uhr morgens. 





Trocken- | EiweiB- 


— : —— . 
a substans| Fett | ‘stofte 'Casein Zucker Asche 
ew. _ 








Gemolken | 
Gehalt in Prozenten _ 


Least Say aa aaa 


21./X. 8 Uhr | 
morgens | 1,0318] 14,34 | 4,70 6,42) 3,38 3,20 | 0,92 
22./X. 8 Uhr | | 
morgens | 1,0435 | 12,00 | 12,23 | 4,60 | 2,20 | 0,87 
23./X. 8 Uhr 


morgens | 1,0310 17,62 | 


mit den von uns festgestellten Schwankungen der Bestandteile iiberein- 
stimmen. Es wire angezeigt, auch die Milch des Schafes und der Ziege 
auf dieser Grundlage zu untersuchen. 

















| } 
8,65 | 4,81 | 3,05 | 3,25 0,89 
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daher in dem Refraktometer ein leicht und schnell anwend- 
bares Instrument zur Konstatierung der Falschung von Biiffel- 
milch zur Verfiigung. 

Die vorher erwahnte quantitative Anderung der Bestand- 
teile ist fiir die Colostra iiberhaupt charakteristisch, eine Aus- 
nahme bildet blo&S das Schafs- und Ziegencolostrum, deren 
Fettgehalt im Gegensatz zu dem Colostrum der Frau, der Kuh 
und des Biiffels nach den uns zur Verfiigung stehenden Daten 
anfangs hoch ist (im Schafscolostrum */, Stunde nach dem 
Kalben 25°/, nach Kénig), dann rapid und konstant fiallt. 
Abgesehen von letzterwahnter Ausnahme berechtigt uns die 
Gleichférmigkeit, die in der Zusammensetzung und Verainderung 
der Colostralmilch bemerkbar ist, zu der Annahme, daB sich die 
Milch und die Bestandteile derselben auf identische Weise ent- 
wickeln. Unseres Erachtens nach wird der wesentliche Unter- 
schied zwischen Colostrum und Milch hauptsiachlich durch die 
mit dem Kalben verbundenen Nervenreize verursacht, was durch 
den anatomischen Nexus der Genitalien und des Euters noch 
bestatigt wird. 

Die Grundsubstanz der Milch ist das Blutserum, wo 
aber das fiir normale Milch charakteristische Casein und der 
Milchzucker fehlen; sie sind daher die Produkte der aktiven 
Tatigkeit der Milchdriisenzellen, desgleichen das Milchfett, das 
in dem Blutserum zwar vorkommt, doch im Verhiltnis zur 
Milch in geringer Menge. Das Casein ist eine Verbindung der 
im Kerne der milchsezernierenden Driisen befindlichen Nuclein- 
sdure mit eiweiBartigen Kérpern (Nucleoproteiden), die vom Blut- 
serum geliefert werden. Das Fett stammt ebenfalls z. T. aus 
Eiwei8, desgleichen der Milchzucker, der sich wahrschein- 
lich unter Einwirkung eines bisher unbekannten Enzyms ent- 
wickelt. 

Der konstant hohe Proteingehalt der Colostralmilch ware 
derart zu erklairen, daB das Netz von Leitungscapillaren der 
Arteria uberi zufolge des vasomotorischen Baues des Nervus 
spermaticus externus unter Einwirkung der eingetretenen maxi- 
malen Reize das innerhalb der GefaBwande zirkulierende Blut- 
serum zwecks reichlicher Ernahrung des jungen Tieres in 
solchem Quantum durchdringen l48t, daB es von den Driisen- 
zellen wegen des hohen Druckes der Lésung nicht verarbeitet 
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werden kann, daher unverarbeitet in die Lakunen der Alveolen 
dringt. Auf diese Art iibt die angesammelte starke EiweiB- 
lésung, deren EiweiBgehalt im Laufe der Osmose, eventuell auch 
zufolge des Himoglobinzerfalles noch zunehmen kann — eines- 
teils auf osmotischem Wege, andernteils auf mechanischem, 
einen hohen Druck auf die Heidenhainschen Epithelzellen, wo- 
mit die Alveolenwinde bekleidet sind, und nétigen sie zur Un- 
tatigkeit. Die zur Untatigkeit gezwungenen Driisenzellen konnen 
keine Wirkung auf die Menge des durchdringenden Serum- 
eiweiBes entfalten, die Zerfallsfihigkeit der Zellkerne wird re- 
duziert, die geringe Menge Nucleinséure vermag bloB wenig 
Albumin zu Casein zu binden. Die Milch ist daher an Casein 
arm, jedoch reich an dem im Serum bereits fertig vorhandenen 
Albumin. Dieser von der Konzentration des Sekretes abhangige, 
inaktive Zustand verhindert auch die Entstehung von Fett 
und Zucker, die meist dem Zerfalle von Eiwei8stoffen entstammen. 
Das ist auch der Grund, weshalb die unmittelbar nach dem 
Kalben entnommenen Proben arm an Fett und Milchzucker sind. 

SchlieBlich besteht zwischen dem Fettgehalte der Milch 
und den in 1 cmm enthaltenen Fettkugeln nicht jener enge Zu- 
sammenhang, der etwa zu erwarten ware, da die Zahl der Fett- 
kugeln in Milchsorten gleichen Fettgehaltes sehr verschieden sein 
kann. 





Ober die Wirkung der Erwarmung auf Proteolase. 


Von 
A. J. J. Vandevelde, Gent. 
(Aus dem chemischen und bakteriologischen Untersuchungsamt in Gent.) 
(Eingegangen am 10. April 1909.) 


In Untersuchungen mit H. De Waele iiber das Bestehen 
einer Antikatalase') habe ich feststellen knnen, daB bei Mischungen 
von lackfarben gemachtem Blut und Antiserum eine Erwarmung 
auf 55°C die Antiwirkung verzégern kann und da8 dadurch 
die Enzymwirkungen beschleunigt werden. Meine Unter- 
suchungen iiber die Proteolase*) der Milch und des Serums ver- 
anlaBten mich nun, mittels der Einwirkung der Warme auf diese 
Fliissigkeiten die Existenz einer Antiproteolase zu untersuchen. 


Es wurden zentrifugierte Kuhmilch, Rinderblutserum und Pferde- 
blutserum wahrend 30 Minuten im Wasserthermostaten auf 45°, 55° 
und 65° C erwirmt. Dieses wurde auch mit Mischungen gleicher Mengen 
erwarmter oder nicht erwarmter Milch und erwarmten Serums ausgefiihrt. 

Die Fliissigkeiten wurden, wie ich friiher*) beschrieben habe, mit 
dem zehntel Volum einer 3°/,igen Jodoformacetonauflésung versetzt, gut 
geschiittelt und im Brutschranke bei 37,5° C in gut mit Gummi geschlos- 
senen Flaschen aufbewahrt. 

Am ersten Tage, und dann nach 70 und 410 Tagen, wurden die 
Proteine mit Athylalkohol gefallt Dabei wurden a) 10ccm der Milch 
oder des Serums mit 7 ccm 92 vol.-prozent. Alkohol versetzt; der Nieder- 
schlag wurde von der 38 vol.-prozent. Alkohol enthaltenden Fliissigkeit be- 
freit, auf einem tarierten Filter gesammelt, dann mit 38 vol.-prozent. Alkohol 
ausgewaschen; b) 10ccm der Milch oder desSerums mit 20 ccm 92 vol.-prozent. 
Alkohol vermischt; dieser Niederschlag wurde von der 61 vol.-prozent. 
Alkohol enthaltenden Fliissigkeit auf gleiche Weise befreit, auf einem 


1) H. De Waele und A. J. J. Vandevelde, LaBt sich das Be- 
stehen einer Antikatalase nachweisen? Diese Zeitschr. 9, 264, 1908. 

2) A. J. J. Vandevelde, Uber Léslichkeitsverinderungen bei 
Milch- und Serumproteiden. Diese Zeitschr. 7, 396, 1908. 

3) A. J. J. Vandevelde, Uber die Anwendung von Antiseptiken 
bei Untersuchungen iiber Enzyme. Diese Zeitschr. 3, 315, 1907. 
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tarierten Filter gesammelt und mit 61 vol.-prozent. Alkohol gewaschen. 
Dadurch wurde nicht allein der mit 38 vol.-prozent. Alkohol fallbare Pro- 
teinteil bestimmt, sondern die ganze nicht proteolysierte EiweiBmenge. 

Bei Mischungen von Milch und Serum wurden fir die Bestimmungen 
20 ccm benutzt, und folglich auch die doppelten Mengen Alkohol, nim- 
lich je 14 und 40 ccm 92 vol.-prozent. Alkohol. Die angefiihrten Ergebnisse 
sind in 100 com der Jodoformaceton enthaltenden Mischungen ausgedriickt. 


A. Untersuchungen mit einzelnen Fliissigkeiten. 
Probe 241A. Kuhmilch. 


Bei 38 Vol.-Proz. Alkohol | Bei 61 Vol.-Proz. Alkohol 
gefallte Proteinmengein g| gefallte Proteinmenge in g 
In 100 com nach Tagen nach Tagen 


o | 7 | 40 | 0. | 70 | 
Milch 20° C 3,19 | 2,77 | 209 | 337 | 299 | 
» 45°C 312 | 249 | 212 | 344 | 271 | 
» 55°C 3,10 | 202 1,54 | 3,28 | 2,20 
» 65°C 3,25 | 216 | 1,45 | 327 | 219 | 
| | 


In Prozenten berechnete Proteolyse. 




















38 Vol.-Proz. Alkohol | 61 Vol.-Proz. Alkohol 
70 Tage | 410 Tage | 70 Tage | 410 Tage 





Milch 20° C 13 34 n | 
» 45°C 20 32 2 | 
» 65°C 30 50 33 
» 65°C 33 55 33 | 52 





33 
36 
50 








Das Erwirmen auf 55° C und auf 65° C beschleunigt die Proteo- 
lyse. Das Erwirmen auf 45°C iibt wenig EinfluB aus; am 70. Tage 
sind bei 38- und 61°/,igem Alkohol die proteolysierten Mengen deut- 
lich gréBer. Ferner sind die Ergebnisse mit 38- und 61°/,igem Alkohol 
wenig verschieden. 


Probe 241B. Pferdeblutserum. 


Bei 38 Vo!.-Proz. Alkohol| Bei 61 Vol.-Proz. Alkohol 
gefallte Proteinmenge in g| gefallte Proteinmenge in g 
nach Tagen 


0 70 | «410 








7,42 7,11 6,59 
7,47 | 17,24 6,37 
7,59 7,00 5,36 
7,33 | 6,95 5,31 




















| 
} 
| 
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In Prozenten berechnete Proteolyse. 
a 38 Vol.-Proz. Alkohol 61 Vol-Proz. Alkohol 
70 Tage 410 Tage ; 








Serum 20° C 18 20 
45° C 20 25 

55° C 18 37 

» 65°C 14 30 








Wie diese Ergebnisse zeigen, werden durch ein Erwirmen auf 55° C 
und 65° C die Proteine leichter fallbar, schon mit 38 Vol.-Proz. Alkohol, 
da die Werte 7,44 und 7,41 (38 Vol.-Proz.), 7,59 und 7,33 (61 Vol.-Proz.) 
gleich genannt werden kénnen. Die Proteolyse ist dagegen schneller in 
den mit 38 Vol.-Proz. Alkohol gefillten Portionen. 

Dieses stimmt iiberein mit der schon von verschiedenen Forschern, 
insbesondere von Pekelharing mitgeteilten Tatsache, daB bei Enzymein- 
wirkungen eine leichtere Fillbarkeit die Auflésungserscheinungen be- 
schleunigt. 

Wie bei der Kuhmilch wirkt das Erwirmen giinstig bis 65° C, bei 
dieser Temperatur wird das Pferdeserum wenig geschidigt, und folglich 
ist eine geringe Verminderung der Proteolyse bei der auf 65° C erwirmten 
Flissigkeit leicht verstandlich. 

Sehr merkwiirdig ist die geringe Proteolyse nach 70 Tagen der mit 
Alkoholkonzentrationen zwischen 38 und 61 Vol.-Proz. gefillten Proteine, 
was auch im Falle des Rinderserums gefunden wurde. 


Probe 241C. Rinderblutserum. 





Bei 38 Vol.-Proz. Alkohol | Bei 61 Vol.-Proz. Alkohol 
gefiallte Proteinmenge in g | gefallte Proteinmenge in g 
In 100 com nach Tagen nach Tagen 


o | | 410 


Serum 20° C 5,53 | 4,02 | 4,74 5,53 
3,95 | 3,74 | 5,59 


» 45°C 5,35 
4,39 | 4,18 | 5,69 





» 685°C 5,35 | 
» 65°C 6,47 | 5,35 | 4,73 | 5,43 
! 








In Prozenten berechnete Proteolyse. 





38 Vol.-Proz. Alkohol | 61 Vol.-Proz. Alkohol 
T0Tage | 410Tage | 70 Tage | 410 Tage 
5 | 2% 
ha 


"Serum 20° C a7 
» 45°C 26 





55°C 18 
65° C 19 


3 { 
7 17 
8 17 
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Die proteolytische Wirkung des Rinderserums ist minder ausgesprochen 
als die von Milch und von Pferdeserum. Durch das Erwiirmen wird 
die Wirkung nicht beschleunigt, dagegen ein wenig geschidigt. Auch 
hier ist die merkwiirdige Tatsache zu konstatieren, da nach 70 Tagen 
die mit Alkohol zwischen 38 und 61 Vol.-Proz. gefillten Proteine resistenter 
als die anderen Portionen sind. 

Bei den zwei ersten Proben mit Milch und Pferdeblutserum wurde 
eine Erhéhung der proteolytischen Wirkung nach 410 Tagen nach dem 
Erwirmen festgestellt. Diese Beschleunigung stimmt gut iiberein mit der 
Hypothese des Bestehens einer Antiproteolase; durch die Erwirmung 
wird dieser echte ,,Antikérper‘* geschwicht oder vernichtet, und damit 
wird die Proteolyse weniger oder gar nicht gehindert und folglich ver- 
mutlich beschleunigt. Bei Rinderserum dagegen scheint von einer Anti- 
proteolase keine Rede zu sein. 

Diese Erscheinungen kénnen auf folgende Weise hypo- 
thetisch ausgelegt werden. Die proteolytische Wirkung ist die 
Resultante der Wirkungen eines Enzyms und eines Antienzyms. 
Da durch die Erhédhung der Temperatur die physiologischen 
Fliissigkeiten leicht leiden, kénnen bei den Enzymen zwei An- 
teile unterschieden werden, ein bei erhéhter Temperatur be- 
stindiger und ein bei dieser Temperatur labiler. 

Die Wirkung der Enzyme ist ohne Erwarmung folglich 
durch die Formel auszudriicken: 

W—E;-+ £,—A, 
in welcher W = enzymatische Wirkung, EZ; = Menge der be- 
standigen Enzyme, ZH; = Menge der labilen Enzyme, A= Anti- 
enzyme ist. 

Durch das Erwirmen (z. B. auf 55°) sind Antienzyme und 
labile Enzyme vernichtet, und die Formel entspricht allein der 
Wirkung der bestandigen Enzymenmenge: 

W,, = Ey. 

Wenn A= E;-- E;, so ist die enzymatische Wirkung der 
antienzymatischen gleich, und es ist die Wirkung W = 0. Im Falle 
A > (E;-+- £,) hat die Wirkung die negativen Werte einer echten 
Antifliissigkeit (Antiserum) ohne echte enzymatische Wirkung. 
Wenn A< (E;+-£;), so konstatiert man eine enzymatische 
Wirkung; wenn die Wirkung 2, schwach und die Wirkung A 
stark ist, so bleibt nach der Erwirmung die Wirkung £, ibrig, 
und es scheint die proteolytische Wirkung beschleunigt zu sein. 
(Fall der Milch und des Pferdeserums.) Wenn die Wirkung F; 


dagegen stark und die Wirkung A schwach ist, dann scheint 
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nach der Erwarmung der Teil Z, allein als proteolytisch wirk- 
sam, und dann ist die Resultantenwirkung verzégert. (Fall des 
Rinderserums.) 

Von Bordet und Gengou') wurde die Tatsache gefunden, 
da8 Antithrombase durch eine Temperaturerhéhung von 55° C 
nicht beeinfluBt wird und gegeniiber Erwirmung bestindig ist; 
in meinen Untersuchungen mit De Waele wurde dasselbe bei 
gewissen antikatalytischen Seris festgestellt. 

Darum ist auch die Hypothese hier nicht ausgeschlossen, 
daB im Falle des Rinderserums die Antiproteolase nach der 
Erwarmung nicht, und der labile Teil des Enzyms £, allein 
verschwindet, wie es in folgender Formel ausgedriickt werden 


kann: 
W,, = E;—A. 
Dann ist W,,< W verstandlich. 
B. Untersuchungen mit gemischten Fliissigkeiten. 


Probe 241D. 


Mischungen von Kuhmilch mit Pferdeblutserum. 


1. Reihe. 


Die nicht erwirmte Milch wurde zu gleichen Volum- 
mengen des erst auf 45, 55 und 65° C gebrachten Serums zugefiigt. 





In 100 ccm Mischung 


Bei 38 Vol.-Proz. Alkohol 
gefalite Proteinmenge 
in g nach Tagen 


Bei 61 Vol.-Proz. Alkohol 
gefalite Proteinmenge 
in g nach Tagen 


_o | | ao] o | 





Milch 20° C + Serum 20° C 


20° C+ 
20° C +. 
» 20°C+ 


In Prozenten 


” 


45° C 
55°C 
65° C 





5,32 | 5,19 | 4,33 
5,33 | 5,11 | 4,38 
5,29 | 5,03 | 4,28 
5,23 | 4,91 | 416 





5,46 5,51 4,55 
5,48 5,44 4,56 
5,34 5,30 | 4,28 


berechnete Proteolyse. 





Milch 20° C +- Serum 20° C 


” 20° C + 
» 20°C+ 
» 20°C+- 


” 


”? 


~ $8 Vol.-Proz. 
Alkohol 


70 Tage | 410 Tage 


Alkohol 
70 Tage | 410 Tage 





45° C 
55°C 
65° C 


18 
4 17 
Se 4 19 
6 | 2 


2 } 


o | 
0 16 
1 17 
0 | 








1) Recherches sur la coagulation du sang. Ann. de |’Inst. Pasteur 
15, 129, 1901. 
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Eine Erhéhung der proteolytischen Wirkung ist bei diesen Mischungen 
nicht mehr nachzuweisen; die Anwesenheit von Serum hat die Milch- 
proteolyse sehr stark verzégert derart, da®B die Proteine nach 70 Tagen 
nicht oder sehr wenig und nach 410 Tagen weniger als bei den einzelnen 
Flissigkeiten verindert sind. 

Dies riihrt von der Gegenwart einer Antiproteolase in jeder 
Fliissigkeit: die Antiproteolase der einen Fliissigkeit iibt auf die Pro- 
teine der anderen einen gréBeren Einflu8 aus als auf die Proteine der 
eigenen Fliissigkeit. 

2. Reihe. Die Milch und das Serum zu gleichen Mengen wurden 
auf 45, 55 und 65° C erwarmt. 





Bei 38 Vol.-Proz. Alkohol | Bei 61 Vol.-Proz. Alkohol 
gefillte Proteinmenge gefallte Proteinmenge 


In 100 ccm Mischung in g nach Tagen in g nach Tagen 
] 70 | 0 | 70 410 


Milch 20° C+ Serum 20° C 6,39 | 433] 5,50 | 5,66 | 4,65. 
» 45°Ci , 45°C 5,09 | 4,05 536 | 5,59 | 4.46 
» 5°C+ , 55°C] 4,31 | 3,96 noe 5,40 | ‘oo | ta 4,37 








} 
» 659C-+ ,, 65°C] 4,40) 4,14] 3, 4 | 5,56 | 4,90) 4 
| | 


In Prozenten berechnete Proteolyse. 





38 Vol.-Proz. | 61 Vol.-Proz. 
Alkohol Alkohol 


70 Tage |410Tage | 70 Tage | 410 Tage 


Milch 20° C+ Serum 20° © 18 oe 
» 45°C+ ,, 45°C | 








| 24 o | 
» 85°C+ ,, 55°C 25 8 | 19 
» 6°C-+ ,, 65°C 19 10 | 2 








Hier wurde dasselbe festgestellt wie im Falle der nicht erwarmten 
Milch; es 1a8t sich der Einflu8 der Erwirmung auf die Milchantiproteo- 
lase bestatigen; die Resultantenwirkung ist bei auf 55 und 65°C er- 
warmten Mischungen stirker als bei nicht erwarmten. 


Probe 241E. 


Mischungen von Kuhmilch mit Rinderblutserum. 


1. Reihe. Wie mit Kuhmilch und Pferdeserum wurden gleiche 
Mengen nicht erwirmter Milch mit erwarmtem Serum gemischt. 
10* 
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In 100 com Mischung 


“Milch 20° c 4 Seen 20° C 
20° C+ 45° C 
20° c+ 55° C 
20° C+ 65° C 





Bei 38 Vol.-Proz. Alkohol 
gefillte Proteinmenge 
in g nach Tagen 


+“ % 70 | 
4,40 | | 
4,56 | 3,55 
4,44 | 3,67 


4,32 | 4,06 


499° 3,57 
4,87 
4,72 


4,47 





| 410 


Bei 61 Vol.-Proz. Alkohol 
gefaillte Proteinmenge 
in g nach Tagen 


0 | 70 L 410 
4,98 4,80 3,95 
4,94 | 4,80 | 3,98 
4,84 | 4,73 | 3,83 


4,86 | 4,67 4,28 


In Prozenten berechnete Proteolyse. 





Milch 20°C -+- Serum 20° Cc 
20°C + 45°C 
20°C + 55°C 
20°C +- 65° C 


n n 
” 


” 


38 Vol.-Proz. Alkohol 
70 Tage | | 410 Tage | 


12 «CO 
7 | 
> | 
3 


98 
27 
22 

9 





61 Vol. -Proz. Alkohol 
70 Tage | 1 410 410 Tage 


3 20 

20 
| 21 
| 12 





3 
2 
4 





Ganz verschieden ist die Wirkung des Rinderserums ; in den Mischungen 
mit diesem Serum ist die Erwairmung der Proteolyse schidlich; und 
dieses ist nicht allein im Falle von nicht erwarmter Milch, sondern auch 


von erwarmter zu konstatieren. 


stimmen mit denen der vorigen ganz iiberein. 


2. Reihe, 
erwarmt. 


Die Ergebnisse der folgenden Reihe 


Die Milch und das Serum zu gleichen Mengen wurden 





In 100 com Mischung 


“Mileh 20°C + Serum 20°C 
45°C + 45° C 
55° C+ 55° C 
65° C + 65° C 


n 


n 





Bei 38 Vol.-Proz. Alkohol 
gefilite Proteinmenge 
in g nach Tagen 


o | 


4,99 


70 


| “4,40 | 3,67, 
4,78 | 4,47 | 3,53 
3,86 | 3,38 | 2,99 
3,71 | 3,47 | 3,34 


| 410° 





Bei 61 Vol.-Proz. Alkohol 
gefallte Proteinmenge 
in g nach Tagen 


4,98 “480 | 


4,85 | 4,81 | 
4,92 | 4,71 | 
4,85 | 4,90 | 


In Prozenten berechnete Proteolyse. 








“Milch 20° C-+ Serum 20° C 
45°C + 45° C 
55° C+ 55° C 
65°C + 65° C 


” 
” n 


” n 


38 Vol. -Proz. Alkohol 
70 Tage | a0 Tage 


a 
| 
| 
| 
| 





61 Vol. -Proz. Alkohol 
Rnd Tage | 410 ‘Tage 


4 


1 
4 
0 
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Bringen wir die Ergebnisse bei vollstandiger Fallung der 
Proteine nach 410 Tagen in eine einzige Tabelle, so kénnen 
wir sie zu folgendem Resultat zusammenfassen: 


Proteolytische badbcisaens aad in Prozenten nach 410 sagen. 





__| wee | 45°C ‘| 55°C 65°C 











1 15 | 29 26 
Rinderserum allein 20 | WW 17 17 
Nicht erwirmte Milch +- Pferdeserum 17 16 17 19 
Erwirmte Milch +-Pferdeserum . . 17 17 19 22 
Nicht erwarmte Milch + Rinderserum 20 20 21 | #12 
Erwarmte Milch +- Rinderserum . . 20 17 | “a i} «ff 

Eine antiproteolytische Wirkung 1la8t sich bei der Milch 
und bei dem Pferdeserum stark, bei dem Rinderserum dagegen 
nicht nachweisen. Bei Mischungen sind die proteolytischen 
Wirkungen nicht additiv, und zwar sind die Differenzen zwischen 
den erhaltenen Ergebnissen und den bei allein verwandten 
Fliissigkeiten berechneten Werte ziemlich groB, wie aus der 
folgenden Tabelle hervorgeht. 


an 
33 | 36 50 | 62 

| 

| 

| 





Frotesnpuenne® Wirkun gens in Prozenten nach 60 Sages: 





°C 65°C 
( Gef. | Ber. 


Nicht erwirmte Milch | | 
+ Pferdeserum . . 19 | 29,5 
Erwirmte Milch 
+- Pferdeserum 22 | 
Nicht erwirmte Milch 
++ Rinderserum . . | 20 26,5 21 | 25 | 12 | 
Erwarmte Milch | | 
+Rinderserum . . | 20 | 26,5] 17 | 265] 14 33,5] 9 | 33,5 


Eine theoretische Erkliarung im Sinne der Antikérpertheorien ist 
hier nicht leicht und nur teilweise zu geben. In der Wirkung einer 
Mischung von Serum und Milch sind nicht allein die spezifischen Wir- 
kungen anzunehmen, sondern auch die wohl bekannten Antieigenschaften 
des Serums gegen die Proteine der Milch. Ohne vorherige Erwirmung 
soll die Wirkung W wie folgt sein: 

W=k+h—A+ P+ £, — A’—a 
Milch Serum Antiwirkung 
des Serums 
gegen Milch 











39 


25 
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Nach Erwarmung auf rund 55° C soll sein: 
W55 = Ep + E's. 

Da8B die Antiwirkung a des Serums wirklich besteht, ist aus den 
Tatsachen zu schlieBen, daB in den Mischungen von nicht erwairmter 
Milch und Serum die proteolytische Wirkung stark verzégert ist. 

Die Formel W,, = Es +- E’g scheint hier dagegen nicht anwend- 
bar zu sein. Im Falle der Milch mit Pferdeserum ist die Erhéhung der 
Proteolyse sehr gering, und bei der Mischung Milch +~- Rinderserum ist 
sogar statt einer Erhéhung eine ziemlich groBe Verminderung festzu- 
stellen. Diese konstatierte Tatsache la8t sich theoretisch nicht erkliren, 
wenn man nicht annimmt, daB die gegeniiber Milch antienzymatische 
Wirkung a durch die Temperaturerhéhung nicht verzégert ist im Sinne 
der Befunde von Bordet und Gengou mit der Antithrombase; bei 
Rinderserum allein scheint diese Hypothese der bestandigen Antiproteolase 
nicht unmdglich. 

Auf diese Weise ist dieser bestindige Teil 2’; infolge der Anwesen- 
heit einer groBen Menge labiler Enzyme sehr klein, und kann mit e’s aus- 
gedriickt werden. Die Wirkungen W und W,, vor und nach Erwarmung 
mu8 man sich demnach wie folgt vorstellen: 

W= 8+ Hh —At+ W4+ Bi — A’—a. 
Wes = Ep + ep —a. 

In dieser Hypothese kann W,, < W werden; selbst wenn Milch mit 
seiner tiberbleibenden proteolytischen Kraft in den Mischungen vorkommt. 

Im Falle der nicht erwirmten Milch soll die Formel 

We=— pt h—A+eg—a 
sein, und bei der noch in der Milch iiberbleibenden Antiwirkung ist 
Ws; < W leicht anzunehmen. Die bei den Mischungen mit nicht er- 
warmter und erwirmter Milch gefundene Ahnlichkeit bleibt noch zu 
erklaren. 





Uber das Wesen der Pflanzenatmung. 
Von 
W. Palladin. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat St. Petersburg.) 
(Eingegangen am 19. April 1909.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Es ist wohl kaum méglich einen physiologischen Vorgang 
zu bezeichnen, der enger mit dem Begriff des Lebens verkniipft 
ware, als die Atmung. Obgleich schon vor alters die Uber- 
zeugung bestand, daB ohne Atmung kein Leben méglich sei, 
blieb ihr Wesen doch lange unaufgeklart. 

Vorliegende Arbeit stellt sich zur Aufgabe, auf Grund des 
vorhandenen umfangreichen Tatsachermateriales eine einheit- 
liche Vorstellung tiber die Pflanzenatmung zu geben. Das er- 
scheint als unabweisbares Bediirfnis. Der Urheber der Lehre 
von der Verbrennung und Atmung sagte mit Recht: ,,Autant 
Yesprit de systéme est dangereux dans les sciences physiques’ 
autant il est & craindre qu’en entassant sans ordre une trop 
grande multiplicité d’expériences, on n’obscurcisse la science 
au lieu de l’éclaircir; qu’on n’en rende l’accés difficile & ceux 
qui se présenteront pour en franchir lentrée; enfin qu’on 
n’obtienne, pour prix de longs et pénibles travaux, que dés- 
ordre et confusion.‘ *) 

Schematisch kann die Atmung recht einfach dargestellt 
werden : 

C,H,,0, + 60, —6 CO, -++-6H,0. 

Als Endprodukte erscheinen also Kohlenséure und Wasser. 
Aber ehe die zu oxydierenden Verbindungen diese Endprodukte 
ergeben, unterliegen sie einer Reihe intermediarer Zerspaltungen. 
Obschon jedoch letzteren viele Untersuchungen gewidmet sind, 
sind sie doch bis auf den heutigen Tag unaufgeklart. 


4) Lavoisier, Oeuvres 2, 225, 1862. 
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Es zeigten schon Saussure*) und Bérard?*), spiter 
Lechartier und Bellamy*), Pasteur‘), Borodin®) und 
eine ganze Reihe spiaterer Forscher, daB die Pflanzen auch 
nach Sauerstoffentziehung fortfahren, Kohlensaure auszuscheiden. 
Folglich erscheint die unter diesen Bedingungen ausgeschiedene 
Kohlenséure von der Sauerstoffaufnahme unabhingig. Diese 
Tatsache fiihrte Pfeffer, auf Grund von Betrachtungen 
Pfliigers, zur Aufstellung einer Theorie der Atmung, nach 
welcher als primare Atmungsvorginge die von der 
Gegenwart des Sauerstoffs der Luft unabhingigen 
Spaltungsvorgange erscheinen. Die Aufgabe des Sauer- 
stofis schien in der weiteren Oxydation der Produkte dieser 
primaren Vorgiinge zu liegen. Und da nach Sauerstoffent- 
ziehung die Ausscheidung der Kohlenséure gewéhnlich von 
Alkoholbildung begleitet ist, so wurde als primarer Atmungs- 
vorgang die Alkoholgarung angenommen. Der Atmungsprozef 
wurde schematisch durch folgende zwei Gleichungen dar- 
gestellt : 

1. primarer Vorgang C,H,,0, = 2C,H,0 -+- 2C0,, 
2. sekundirer ,, 2C,H,O-+-60,—4C0,-+-6H,0. 


I. Primire (anaerobe) Atmungsvorginge. 


Fassen wir zunachst die primaéren Atmungsvorginge ins 
Auge, d. h. die Vorgiinge der Spaltung ohne Beteiligung des 
Sauerstoffs der Luft. 

Die weiteren durch die geistreiche Theorie Pfeffers ver- 
anlaBten Untersuchungen dieser Spaltungsvorginge  stieBen 
auf solche Schwierigkeiten und Widerspriiche, da8 zeitweilig 
der Begriinder der Theorie selbst an ihrer Richtigkeit zu 
zweifeln begann.*) Viele Forscher’) suchten zu beweisen, dab 


1) Saussure, Recherches chimiques sur la végétation, 1804. 

2) Bérard, Annales de chimie et de physique 16, 1821. 

3) Lechartier et Bellamy, Compt. rend. 69, 1869; 75, 1872. 

*) Pasteur, Compt. rend. 75, 1872. 

5) Borodin, Sur la respiration des plantes pendant la germina- 
tion 1875. 

6) W. Pfeffer, Untersuchg. aus d. botan. Inst. zu Tiibiingen 1, 
105, 1881—1885. 

7) Godlewski, Jahrb. f. wissensch. Botan. 13, 524, 1882. — 
Reinke, Botan. Zeitg. 1883, 65. 
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anaerobe Atmung nur eintrete, wenn die Pflanzen kiinstlich 
des Sauerstoffs beraubt wiirden; unter normalen Bedingungen 
gehe einfache Oxydation vor sich. In Widerspruch mit der 
Theorie des genetischen Zusammenhanges der anaeroben Kohlen- 
siurebildung mit den nachfolgenden Oxydationsvorgingen 
schienen besonders die im Laboratorium Pfeffers angestellten 
Versuche Diakonows’) zu stehen. 

Obschon Kostytschew*) bewiesen hatte, daB, entgegen 
der Meinung Diakonows die anaerobe Atmung der Schimmel- 
pilze nicht nur bei Ernahrung durch Glucose, sondern auch 
durch Pepton, China- und Weinsaéure méglich ist, waren den- 
noch die Einwiande gegen die Theorie Pfeffers noch nicht 
beseitigt. Zu diesem Zwecke waren neue Untersuchungs- 
methoden notwendig. Unsere weiteren Errungenschaften auf 
dem Gebiete der Pflanzenatmung befanden sich in unmittel- 
barer Abhangigkeit von Untersuchungen auf dem Gebiete der 
Giarung, die diese neuen Methoden schufen. 

Sobald die hervorragenden Untersuchungen E. Buchners*) 
und seiner Mitarbeiter ergeben hatten, daB die Alkoholgarung 
ein enzymatischer durch ein besonderes Enzym_,,Zymase‘‘ 
hervorgerufener ProzeB ist, verallgemeinerten Stoklasa*) und 
seine Mitarbeiter diese Tatsache auch in bezug auf die héheren 
Pflanzen. Zu denselben Ergebnissen gelangten Maximow’) und 
Kostytchew.*) Alle an héheren Pflanzen nach einer der 
Methoden E. Buchners (mit PreBsaft oder Acetonpraparaten) 
angestellten Untersuchungen zeigten aber, da unter diesen 
Bedingungen im Vergleich mit lebenden Pflanzen geringe Mengen 
Kohlensaure ausgeschieden werden. Um diesen Mangel zu be- 


1) Diakonow, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1886, 1, 411. 

2) Kostytschew, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1902, 327; 1904, 
— 207. Jahrb. f. wissensch. Botan. 40, 563, 1904. 

3) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymase- 
garung, 1903. 

4) Stoklasa u. Cerny, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 36, 622, 1903. 
Centralbl. f. Physiol. 16, 652, 1903. — Stoklasa, Jelinek u. Vitek, 
Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 460, 1903. — Stoklasa, 
Pfliigers Archiv 101, 311, 1904. Centralbl. f. Bakt. 1904. 

5) Maximow, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1904, 225. 

6) Kostytschew, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1904, 207. Jahrb. 
f. wiss. Botan. 40, 563, 1904. Centralbl. f. Bakt. I. Abt. 22, 489, 1904. 
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seitigen, wandte ich die Methode der Abtétung der Pflanzen 
durch niedrige Temperaturen ohne Zerstorung der cellularen Struk- 
tur an. 

Zum Erfrieren werden die Pflanzen ganz oder in kleine 
Teile zerschnitten dicht in groBe Reagensgliser von 100 ccm 
Inhalt gefiillt, die gut mit Kautschukpfropfen verschlossen 
werden. Letztere werden von oben mit Vaselin beschmiert, 
um das Eindringen der Salzlésungen ins Innere zu _ verhiiten. 
Die Gliser werden in einen Eimer gelegt, in dem sich eine 
Mischung von Schnee oder fein zerhaktem Eis mit Chlornatrium 
und Ammoniumnitrat befindet, und der mit einem Filztuch 
bedeckt ist.) In einer Stunde sinkt die Temperatur in den 
Reagensglisern auf — 20°. Der Eimer mit den Pflanzen wird 
bis zum nichsten Tage in einen kalten Raum gestellt; in Ab- 
hangigkeit von dessen Temperatur steigt die Temperatur der 
Mischung (nach ca. 20 Stunden) bis —10° oder bis —3°. 
Temperaturen von — 20° bis — 26° geniigen zur Tétung der 
héheren Pflanzen wahrend ihres tatigen Lebens, d. h. bei hohem 
Wassergehalt. 

Zur Bestimmung der von den erfrorenen Pflanzen aus- 
geschiedenen Kohlensiure werden sie unmittelbar aus den 
Reagensglisern in eine U-férmige Réhre gebracht, in deren 
hinterem Ende oben ein mit 4 ccm Toluol befeuchteter Watte- 
pfropfen angebracht wird. Infolgedessen wird das in die U- 
foérmige Réhre eintretende Gas (Luft oder Wasserstoff) mit 
Toluoldimpfen gesattigt, die keine Bakterien aufkommen lassen. 
Die Toluoldimpfe haben keinerlei Einflu8 auf den Titer der 
Barytlauge, die zur Absorption der von den Pflanzen aus- 
geschiedenen Kohlensaure dient. 

Diese Methode hat erstens den Vorzug, da8 die gefrorenen 
Pflanzen nach dem Auftauen bedeutend mehr Kohlensiure 
ausscheiden, als ihr PreBsaft oder Acetonpriiparate. Besonders 
wenig geeignet ist fiir héhere Pflanzen die Acetonmethode 
infolge des groBen Wassergehaltes der héheren Pflanzen und der 
Notwendigkeit, sie zu zerkleinern. 

Die Menge der von gefrorenen Pflanzen ausgeschiedenen 
Kohlensaure ist aus folgendem Versuche ersichtlich : 


1) Welter, Tiefe Temperaturen. 1895. 
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Etiolierte Blatter von Vicia Faba. 





Versuchsdauer 








lebend 


” 


gefroren 


n 


Luft 
Wasserstoff 
Luft 
Wasserstoff 








3 Stunden 
3 
4 + 
4 ” 


Auf 100 g in 1 Stunde 
kam im Mittel CO, : 


mg 








66,6 
28,7 
31,5 
27,7 


Folglich scheiden die gefrorenen Blatter in den ersten 
Stunden des Versuchs etwa ebensoviel Kohlensiure aus wie 
die lebenden im Wasserstoffstrom. 

Ein fernerer Vorzug des Verfahrens ist darin zu sehen, 
da8 die Pflanzen ihm in unzerkleinertem Zustande unterworfen 
werden. Meine Versuche haben ergeben, daB nur in diesem 
Falle groBe Mengen Kohlensaéure ausgeschieden werden. Selbst 
eine postmortale Zerstérung des cellularen Aufbaus hat auf 
die Wirksamkeit der Enzyme einen schadigenden EinfluB. 

Erst durch Untersuchungen an Pflanzen, die nach einer 
der oben beschriebenen Methoden abgetétet waren, wurde 
schlieBlich die Richtigkeit der Theorie Pfeffers dargetan. 
Meine’) Untersuchungen an gefrorenen Pflanzen haben gezeigt, 
daB sie bedeutende Kohlensiuremengen bei Abwesenheit von 
Sauerstoff ausscheiden. 

In einer zweiten, gemeinsam mit Kostytschew*) unter- 
nommenen Versuchsreihe wurde gezeigt, daB diese Kohlen- 
sdureausscheidung oft von Bildung bedeutender Mengen Alkohol 
begleitet ist. Mit andern Worten: gefrorene Pflanzen sind zur 
typischen Alkoholgaérung befahigt. Es schieden z. B. 200 ge- 
frorene Erbsensamen im Laufe von 98 Stunden in Wasserstoff 
(und Toluol) 775,2 mg CO, aus und bildeten 552,7 mg Alkohol. 
Diese Ergebnisse wurden von Stoklasa*) bestitigt. Solange 
derlei Beobachtungen nur an lebenden Pflanzen gemacht 
wurden, konnte man von ihrer Anpassungsfahigkeit an die 


1) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 407, 1906. 

2) W. Palladin u. 8. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
48, 214, 1906. 

3) J. Stoklasa, A. Ernst u. K. Chocensky, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 49, 303, 1907 
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veranderten Lebensbedingungen in sauerstofffreiem Medium reden 
und diesen Punkt gegen die Theorie Pfeffers einwenden. 

Uber Anpassungsfahigkeit abgetéteter Pflanzen laBt sich 
natiirlich nichts reden. Wenn abgetétete Pflanzen zu anaero- 
ben Zerspaltungsvorgéngen nach Entziehung des Sauerstoffs 
der Luft fahig sind, so besagt das, daB diese Vorgiinge auch 
waihrend des Lebens unter Luftzutritt statt haben. 

Die verschwindend geringe Kohlenséiuremenge, die von 
vielen lebenden Pflanzen nach Sauerstoffentziehung ausgeschie- 
den wird, findet in der Giftigkeit der Produkte der anaeroben 
Spaltung fiir diese Pflanzen ihre Erklérung.') Alkohol wirkt 
z. B. selbst auf Hefe giftig. In meinem Laboratorium an- 
gestellte Untersuchungen von Junitzky*) haben gezeigt, da8 
der PreBSsaft von Aspergillus niger, einem typischen, die 
Entziehung des Sauerstoffs schlecht vertragenden Aeroben, 
nichtsdestoweniger Zymase enthalt und nicht nur Kohlensaure 
ausscheidet, sondern auch Alkohol bildet. 200 ccm PreBsaft 
haben z. B. in 24 Stunden 70,4 mg CO, ausgeschieden und 
63,1 mg Alkohol gebildet. 

Es kann also auf Grund der an getéteten Pflanzen ge- 
machten Untersuchungen als bewiesen gelten, dab: 

1. die Vorgange der anaeroben Spaltung die pri- 
miairen Vorgaénge der Atmung bilden, daB: 

2. die Vorgainge der anaeroben Atmung durch 
Enzyme hervorgerufen werden. 

Zugunsten des enzymatischen Charakters der Atmung 
haben sich schon Claude Bernard*) und Wortmann*) ge- 
auBert. 

Wenden wir uns dem genaueren Studium der Vorgange 
der anaeroben Zerspaltung zu, so entstehen zwei Fragen : 


1. Was fiir Stoffe unterliegen dem anaeroben Zerfall ? 
2. Was fiir Stoffe werden bei anaerober Atmung gebildet? 


In der Mehrzahl der Faille erscheint die anaerobe Atmung 
als Alkoholgirung, und wir fassen deshalb diese Art der anae- 


1) 8. Kostytschew, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1907, 44. 

2) N. Junitzky, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1907, 210. 

3) Claude Bernard, Legons sur les phénoménes de la vie etc. 

*) J. Wortmann, Untersuchg. aus d. botan. Institut d. Universitat 
Wiirzburg II. 
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roben Atmung zuerst ins Auge. Als Stoff, der der Zerspaltung 
unterliegt, erscheint dabei Glucose. Bereits Borodin?) zeigte, 
daB8 zur normalen Atmung Kohlenhydrate notwendig sind. Dessen- 
ungeachtet wurde an der Meinung festgehalten, daS das Material 
der Atmung von EiweiBstoffen geliefert werde und Kohlenhydrate 
nur fiir ihre Regeneration notwendig seien. 

Durch meine Versuche iiber die Atmung etiolierter Blatter 
von Vicia Faba’) habe ich gezeigt, daB EiweiBstoffe allein 
in welcher Menge auch immer fiir die normale Atmung nicht 
ausreichen. Diese Blatter enthalten viel EiweiB (bis zu 45°/, 
des Trockengewichts) und nur Spuren von Kohlenhydraten und 
atmen sehr schwach. Gibt man ihnen aber Saccharose unter 
Lichtabschlu8, so nimmt die Atmungsenergie bedeutend zu. 
So wurde von 100 g etiolierter Blatter bei Zimmertemperatur 
im Laufe 1 Stunde im Mittel ausgeschieden : 

ohne Saccharosefiitterung 89,6 mg CO, 
nach “4 Me a: «w 

Durch Einfiihrung von Saccharose wird nicht nur die At- 
mung unter Luftzutritt gesteigert, sondern in noch hdherem 
MaBe die anaerobe Atmung. Dabei tritt die Abhangigkeit von 
der Menge der Kohlenhydrate noch schroffer zutage.*) Bei 
Abwesenheit von Sauerstoff schieden etiolierte Blatter ohne 
Saccharosefiitterung wenig Kohlensiure aus und starben in 
kurzer Zeit ab, dagegen blieben mit Saccharose gefiitterte Blatter 
lange Zeit am Leben und schieden viel Kohlensiéure aus. 

100 g etiolierter Blatter von Vicia Faba schieden z. B. 
in 1 Stunde folgende Mengen Kohlensiaure aus: 

in 
~ Luft . . . . 1028 
ohne Saccharosefiitterung iceetett 19,1 
J 
NT 0185, 


aaa, 
nach Saccharosefiitterung “on _— 70 4 
ass . . iV, 


J 
_ == 0,488. 
N 
1) J. Borodin, Atmung der beblitt. Sprossen. St. Petersburg 1876 
(russisch). 
2) W. Palladin, Revue générale de botanique 5, 449, 1893. 
3) W. Palladin, Revue générale de botanique 4, 201, 1894. 
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Meine Versuche wurden von Godlewski') bestitigt. 

Auf die wichtige Bedeutung der Kohlenhydrate hat noch 
Diakonow hingewiesen. Obschon seine Versuche, wie es 
Kostytschew zeigte, in den Einzelheiten sich als ungenau 
erwiesen und seine theoretischen Folgerungen nicht zutreffen, 
tritt die Bedeutung der Kohlehydrate fiir die anaerobe At- 
mung in seinen Versuchen klar zutage. 

Wenn als Ausgangsmaterial fiir die anaerobe Atmung 
Kohlenhydrate dienen, so erscheint als Endprodukt Alkohol. 
Zuerst begniigten sich die Forscher mit qualitativen Reaktionen 
auf Alkohol. Godlewski und Polzeniusz*) verdanken wir 
umfangreiche quantitative Untersuchungen, die gezeigt haben, 
da8 die anaerobe Atmung in der Mehrzahl der Fille als alko- 
holische Garung erscheint. Erweitert wurden ihre Ergebnisse 
durch Nabokich*). Ferner wurde, wie gesagt, durch mich 
und Kostytschew und durch Stoklasa und dessen Mit- 
arbeiter bewiesen, daB auch von getéteten Pflanzen Alkohol ge- 
bildet wird. Es war folglich die enzymatische Natur der 
anaeroben Atmung als Alkoholgirung bewiesen. Uns sind noch 
nicht alle die Alkoholgérung ausmachenden Vorginge bekannt. 
Selbst in der typischen durch Hefe verursachten Alkoholgarung 
kennen wir nur die Endprodukte. 

Nach der Meinung von E. Buchner*) und Stoklasa’®) 
zerfallen die Vorgange in zwei Phasen : 

1. C,H,,0, = 2C,H,90,, 
2. C,H,0, —C,H,O +-CO,, 

Zuerst zerfallt Glucose in zwei Molekiile Milchsaéure, die 
weiter in Alkohol und Kohlensaure zerfallen. 

Nach der Meinung anderer Forscher kénnen als Zwischen- 
produkte auch andere Képer erscheinen, z. B. Glycerinaldehyd 
und Methylglyoxal.*) 

1) E. Godlewski, Bulletin de l’Académie des sciences de Cracovie 


1904, 115. 
*) E. Godlewski und Polzeniusz, Bulletin de lAcadémie des 
sciences de Cracovie 1897, 217; 1901, 227. 
3) A. Nabokich, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1903, 399, 467. 
4) E. Buchner, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 417, 1904; 38, 
620, 1905. 
5) J. Stoklasa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 303, 1907. 
6) Literatur bei A. Wohl, Die neueren Ansichten iiber den che- 


mischen Verlauf der Garung. Diese Zeitschr. 5, 45, 1907. 
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Nach Untersuchungen von L. Iwanoff') ist Triose 
Zwischenprodukt der Alkoholgarung. In einer kiirzlich er- 
schienen vorlaufigen Mitteilung halt B. Jensen*) Dioxyaceton 
fiir das Zwischenprodukt. 

Auch das Vorkommen von Katalase und Reduktase in 
der Hefe spricht zugunsten der Kompliziertheit der Garungs- 
vorginge. Gegenwartig betrachtet man die Katalase als oxy- 
dierendes Ferment, obschon ihre Beteiligung an Oxydations- 
vorgingen unbekannt ist. Die Tatsache, daB sie in sehr groBen 
Mengen in der Hefe vorkommt, d. h. in Organismen, dessen 
Oxydationsvorginge aufs Minimum reduziert sind, spricht, wie 
mir scheint, zugunsten ihrer Beteiligung an den Vorgangen der 
anaeroben Zerspaltung. Die Reduktase beteiligt sich auch an 
dem anaeroben Zerfall von Glucose in Alkohol und Kohlen- 
siure, wie ich*) durch Versuche an durch Aceton abgetéteter 
Hefe (Zymin) gezeigt habe. Das Zymin zerlegt selenigsaures 
Natrium unter Ausscheidung von metallischem Selen nur in Ab- 
wesenheit von Stoffen, die in Alkohol und Kohlensaure zer- 
fallen. Diese Versuche rufen die alte Meinung Pasteurs in 
Erinnerung, da8 der Sauerstoff bei der Alkoholgarung der Glucose 
entnommen werde, weil es unméglich sei, ihn der Luft zu ent- 
nehmen. In der Tat beginnt erst in Abwesenheit von Glucose 
das Zymin den Sauerstoff dem minder geeigneten Nahrungs- 
mittel in Form von selenigsaurem Natrium zu entnehmen. 
Diese intracellulare Umsetzung des Sauerstoffs von einem Mole- 
kiil zum andern, sowie die Umlagerung des Sauerstoffs inner- 
halb eines Molekiils, zeigt, wie gliicklich der von Pfeffer ein- 
gefiihrte Ausdruck ,,intramolekulare Atmung‘: gewahlt war. 

Die Giarungsvorginge wurden schon von Liebig*) in 
héchst geistreicher Weise mit den Zersetzungen verglichen, die 
bei der trocknen Destillation vor sich gehen, wobei ein Teil 
des im organischen Kérper enthaltenen Kohlenstoffs auf Kosten 
von im selben Stoff enthaltenen Sauerstoff verbrannt wird. 


1) L. Iwanoff, Arbeiten des 1. Mendelejewschen Kongresses 1909, 
. Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 281. 
2) B. Jensen, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1908, 666. 
3) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 81, 1908. 
4) J. v. Liebig, Die Chemie in ihrer Anwendung auf Agrikultur 
und Physiologie, 5. Aufl. 1843, 378. 
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Ferner wies Hoppe-Seyler') darauf hin, daB die intramole- 
kulare Umsetzung von Sauerstoff die fiir die physiologischen 
Prozesse nétige Energie liefern kann. Mit Recht spricht er 
von einer ,,fermentativen Umwandlung durch Wanderung von 
Sauerstoffatomen nach dem einen Ende des Molekiils (Carboxyl- 
bildung) bei gleichzeitiger Reduktion der andern Seite desselben‘‘. 
»,Wenn auch z. B. bei der Alkohol- und Milchsaéuregirung die 
Aufnahme von Wasser zur Bildung der Endprodukte unndtig 
scheint, ist sie doch wohl stets vorhanden und zugleich die 
Ursache der Wanderung des Sauerstoffs von den 
Wasserstoff- an die Kohlenstoffatome, welche fiir die 
groBe Klasse von wichtigen Prozessen das eigentlich Charak- 
teristische darstellt.‘ 

Bei solchem Sachverhalt erscheint der Unterschied zwischen 
den Giarungs- und den typischen Oxydationsvorgingen nicht 
mehr als sehr groB. Nach Liebig, Pasteur, Pfeffer und 
Hoppe-Seyler erscheinen die Vorginge der Garung eigent- 
lich als innere Verbrennung. 

Bodlander*) sagt z. B. auch: ,,Man kann aber auch 
solche Vorginge zu den Verbrennungen rechnen, bei denen 
nicht freier Sauerstoff verschwindet, sondern bei denen nur 
gebundener Sauerstoff von einer Verbindung auf eine andere 
oder auf ein Element iibertragen wird. So wird man es auch 
als Verbrennung bezeichnen, wenn die Kohle und der Schwefel 
des SchieBpulvers durch den gebundenen Sauerstoff des Sal- 
peters in Oxydationsprodukte iibergefiihrt werden.“ 

Als gutes Beispiel von groBer Energieentwicklung auf 
Kosten von gebundenem Sauerstoff kann der ,,Termit‘ dienen, 
eine Mischung von pulverférmigem Aluminium mit zerkleinertem 
Eisenoxyd.*) Die Reaktion verlauft nach der Gleichung 


Fe,0, + 2 Al = Al,O, + 2Fe 
und entspricht dem Freiwerden von etwa 150000 Warmeein- 


heiten auf 54 Gewichtseinheiten Aluminium. 
Von allen angefiihrten Beispielen einer inneren Verbrennung 


1) F. Hoppe-Seyler, Pfliigers Archiv 12, 8, 1876. 

2) G. Bodlander, Uber langsame Verbrennung. Sammlung chem. 
u. chem.-technisch. Vortriige 3, 11. u. 12. Heft, 385, 1899. 

3) Mendelejew, Grundlag. d. Chem., 8. Aufl. 1906, 282 (russ.). 





Uber das Wesen der Pflanzenatmung. 161 


scheint mir Liebigs Vergleich der Girungsvorgiinge mit den 
Zersetzungen bei der trocknen Destillation am gelungensten. 

Alle diese Erwiagungen fiihren uns zum Schlusse, da8 

3. die Vorginge der anaeroben Atmung gleich den 
Vorgangen der trocknen Destillation, aus einer Reihe 
aufeinander folgender Vorginge der Reduktion und 
Oxydation auf Kosten des gebundenen Sauerstoffs 
der in der Zelle enthaltenen organischen Stoffe be- 
stehen. Diese Vorginge vollziehen sich mit Hilfe 
mehrerer Enzyme. 

Die anaerobe Atmung erscheint nicht immer als Alkohol- 
garung. So konnte Hahn’) in vergorenem Saft von Arum 
maculatum reinen Alkohol finden. Als typisches Beispiel 
eines solchen Falles von anaerober Atmung erscheint die von 
Kostytschew’) untersuchte anaerobe Atmung der an Mannit 
reichen Fruchttrager des Pilzes Agaricus campestris. Weder 
die lebenden Pilze, noch ihr PreBsaft bilden selbst in Gegen- 
wart von Glucose auch nur Spuren von Alkohol, wihrend 
Kohlensaure in groBen Mengen ausgeschieden wird. 

AuBer dem beschriebenen Fall kennen wir eine Reihe von 
Tatsachen, fiir die als natiirlichste Erklirung die Annahme 
erscheint, daB8 als Material fiir die Atmung ebenfalls nicht 
Glucose dient, sondern andere Stoffe. Ich fiihrte schon an, 
da8B Saccharosefiitterung die anaerobe Atmung der etiolierten 
Blatter von Vicia Faba stark steigert. Aber nicht nur ohne 
Zugabe von Zucker, sondern selbst nach einer 24stiindigen 
Kultur auf destilliertem Wasser, d. h. nach einer Hungerperiode, 
fahren sie doch fort, in Abwesenheit von Sauerstoff Kohlen- 
sdure, wenn auch in verschwindenden Mengen, auszuscheiden‘). 

Kostytschew*) hat gezeigt, daB die anaerobe Atmung 
der Schimmelpilze im Gegensatz zur Meinung Diakonows auf 
Pepton, China- und Weinsiure médglich ist. Ferner zeigen 
die vorhandenen Bestimmungen des Verhiltnisses der gebildeten 
Alkoholmenge zu der wiahrend der anaeroben Atmung aus- 


1) M. Hahn, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1907, 188. 

2) S. Kostytschew, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 188, 1907. 

3) W. Palladin, Revue générale de botanique 5, 449, 1893. 

4) S. Kostytschew, Centralbl. f. Bakt. II. Abt. 13, 490, 1904. — 


Jahrb. f. wissensch. Botan. 40, 563, 1904. 
Biochemische Zeitschrift Band 18. ll 
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geschiedenen Kohlenséuremenge, daB dies Verhaltnis bei weitem 
nicht immer gleich 1 ist, wie es bei der normalen Alkohol- 
garung sein muS. Die an Kohlehydraten armen etiolierten 
Blatter von Vicia Faba kénnen als Beispiel solcher Objekte 
dienen, die bei der anaeroben Atmung wenig Alkohol liefern. 

Die Blatter wurden in zwei Portionen & 63g geteilt und 
im Wassertofistrom belassen’). 

t°— 18,5° Versuchsdauer Kohlenséuremenge in mg 

1. Portion: 5 Stunden 114,8 

2. am  » 256,8 

1. Portion: C,H,OH = 62,2 mg 

CO, :C,H,OH = 114,8 : 62,2 — 100: 54,1 
2. Portion: C,H,OH = 68,3 mg 

CO, : C,H, OH = 256,8 : 68,3 — 100 : 26,5. 

Subtrahiert man die Daten der ersten Portion von den 

entsprechenden Zahlen der zweiten, so erhalt man: 
CO, = 256,8 — 114,8 = 142,0 
C,H,OH = 68,3 — 62,2 = 6,1 
CO, : C,H,OH = 142: 6,1 = 100: 4,3. 

In der zweiten Halfte des Versuchs ist also nur Kohlen- 
siure ausgeschieden, aber kein Alkohol gebildet worden. 

Noch bestimmtere, aber bis dahin unaufgeklarte Resultate 
erhalt man mit gefrorenen Pflanzen. Es schieden z. B. ge- 
frorene etiolierte Blatter von Vicia Faba auf 100 g, im ganzen 
183 mg Kohlenséure aus. Dieselben etiolierten Blatter, nach 
vorhergehender Saccharosefiitterung erfroren, schieden nicht 
mehr, sondern etwas weniger Kohlenséure aus — im ganzen 
166 mg. Die auf die Atmung lebender Blatter einen so wohl- 
titigen Einflu® ausiibende Saccharosefiitterung hat also keinen 
oder eher einen hemmenden Einflu8 auf die Atmung gefrorener 
Blatter geiibt. Bei Abwesenheit von Sauerstoff ist die Kohlen- 
siurebildung bei Vicia Faba und einigen anderen gefrorenen 
Pflanzen nicht von Alkoholbildung begleitet, so auch bei Samen 
und Keimlingen von Lupinus luteus. Das unter diesen 
Bedingungen Kohlensiaure liefernde Enzym habe ich Carbonase 
genannt. Das Verhaltnis ihrer Leistungen zur Alkoholgarung 
ist schwer zu bezeichnen. Es ist méglich, daB die durch einige 


1) Palladinu. Kostytschew, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1907. 51. 
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Pflanzen ohne entsprechende Alkoholbildung ausgeschiedene 
Kohlenséure das Anfangsstadium der Alkoholgirung bildet. 
Es ist aber auch die andere Erklirung méglich, daB die nie- 
drigere Temperatur die Alkoholgérung unterbunden hat und 
da8 nur andere Vorginge der anaeroben Zerspaltung erhalten 
geblieben sind, die aber nicht Glucose, sondern andere Stoffe 
zum Material haben. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB bei 
der anaeroben Atmung gleichzeitig mit der Zerspaltung von 
Glucose auch andere Stoffe zerspalten werden, wie das auch 
bei durch Hefe hervorgerufene Alkoholgirung zu beobachten 
ist. Bekanntlich wird in die Nahrlésung eingefiihrtes Leucin 
durch die Hefe unter Bildung von Fuselélen zerstért’). 

Aufgabe fernerer Forschungen ist es, aufzukliren, was fiir 
Produkte in den Fallen der anaeroben Atmung neben der Kohlen- 
siure statt des Alkohols entstehen, wo Glucose nicht zugegen 
ist oder nicht als alleiniges Atmungsmaterial dient. Von mir 
und Kostytschew*), von Stoklasa und Ernest*) und auch 
von Bialosuknia*) ist z. B. Aceton gefunden worden. Bei 
der Atmung von Wurzeln bei ungeniigender Sauerstoffzufuhr, 
d. h. bei teilweiser Anaerobiose konnten Stoklasa und Ernest 
die Bildung einer Reihe von Séuren (Ameisen-, Essig-, Oxal- 
siure) konstatieren. Dagegen erscheint bei vollkommener Durch- 
liiftung Kohlensiure als einziges Atmungsprodukt bei Wurzeln. 

In den angegebenen Fillen wurden sowohl das Aceton 
als die Sauren auf Kosten von Glucose gebildet. Folglich er- 
scheint die anaerobe Atmung selbst auf Kosten von Glucose nicht 
immer als typische Akoholgarung. 

Die dargelegten Tatsachen fiihren zu folgenden Schliissen: 

4. AuBer der Glucose kénnen auch andere Stoffe 
der anaeroben Atmung als Material dienen. 

5. Die anaerobe Atmung kann ohne Alkoholbildung, 
dagegen unter Bildung anderer organischer Stoffe 
verlaufen. 


1) H. Pringsheim, Diese Zeitschr. 8, 128, 1908. 
2) W. Palladin u. Kostytschew, Zeitechr. f. physiol. Chem. 48, 
214, 1906. 
3) J. Stoklasa u. A. Ernest, Jahrb. f. wissensch. Botan. 46, 
55, 1908. 
4) W. Bialosuknia, Jahrb. f. wissensch. Botan. 45, 644, 1908. 
11* 
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Obschon uns die Produkte der anaeroben Atmung noch 
wenig bekannt sind, kann man auf Grund unserer gegenwartigen 
Kenntnisse doch mit Bestimmtheit sagen, daB sie bei Luft- 
zutritt einer weiteren Oxydation unterliegen. Borodin’) sagte 
bereits ganz richtig: ,,.Es ware am einfachsten, sich die Sache 
etwa so vorzustellen, da8 bei der Kohlensiurebildung, die auch 
bei Ausschlu8 von freiem Sauerstoff stattfindet, eine leicht 
oxydierbare, Sauerstoff anziehende Substanz gebildet werde; 
man kénnte dann weiter erwarten, es werde sich diese Substanz 
waihrend des Verweilens der Pflanze in einer sauerstofffreien 
Atmosphire immer mehr anhaufen und bei abermaligem Zutritt 
von Sauerstoff eine (gegeniiber der normalen) verstirkte Kohlen- 
siurebildung hervorrufen.“‘ Leider bestitigen die von ihm an 
einem Ast von Syringa vulgaris angestellten Versuche die 
ausgesprochene MutmaBung nicht. Man darf nicht annehmen, 
daB nach zeitweiliger Anaerobiose stets eine Steigerung der 
Atmungsenergie zu beobachten ist. Selbst bei Zufuhr leicht 
oxydierbarer Produkte ruft die Anaerobiose manchmal (z. B. bei 
Aspergillus niger) eine Vergiftung durch diese Produkte 
hervor. Maquenne*) beobachtete bei vielen Pflanzen nach 
vierstiindiger Anaerobiose eine manchmal sehr bedeutende 
Steigerung der Atmungsenergie. Dabei stieg sowohl die Menge 
der ausgeschiedenen Kohlensiéure, als auch die Menge des auf- 


genommenen Sauerstoffs. Auch das Verhiltnis * * erfuhr ge- 
2 


wohnlich eine Steigerung. 

Einen besonders bemerkenswerten Fall konnte ich*) bei 
der in Rollkulturen auf verschiedenen Nahrlésungen geziichteten 
einzelligen Alge Chiorothecium saccharophilum beobachten. 
Eine besonders bedeutende Steigerung der Atmungsenergie war 
bei der Kultur auf Raffinose zu beobachten (Fig. 1). 

Hier stieg die Atmungsenergie nach einem 48'/,stiindigen 
Aufenthalt im Wasserstofistrom (nach der ausgeschiedenen 
Kohlensiuremenge berechnet) um 4'/,mal. Die an derselben 
Alge in meinem Laboratorium von Petraschewski*) aus- 


1) Borodin, Botan. Zeitg. 1881, 127. 

2) Maquenne, Compt. rend. 119, 100, 697, 1894. 

3) W. Palladin, Centralbl. f. Bakt. IT., 11, 146, 1903. 

4) L. Petraschewsky, Ber. d; Deutsch. botan. Ges. 1904, 323. 
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1 
gefiihrten Bestimmungen des Verhiiltnisses von os haben 
2 


fiir Raffinosekulturen nach einer zeitweiligen Anaerobiose eine 
Steigerung, dagegen bei Mannitkulturen eine Verminderung 
ergeben. In beiden Fallen entstehen also verschieden oxydierte 
Spaltungsprodukte. Eine Steigerung der Atmungsenergie nach 
zeitweiliger Anaerobiose wurde 
von Fri. Krasnosselsky‘) 
und Fr]. Leschtsch*) in ihren 
in meinem Laboratorium an- 
gestellten Versuchen beobachtet 
und zwar vor. Krasnosselsky 
bei MucorspinosusundAsper- 
gillus niger, von Leschtsch 
bei Saccharomyces mem- 
branaefaciens. Leschtsch 
kam zum Schlusse, daB eine Stei- 
gerung der Atmungsenergie nach 
zeitweiliger Anaerobiose nur bei 
Aeroben zu beobachten ist; die 
Einfiihrung von Luft in Wasser- 
stoffkulturen von Saccharo- 
mycescerevisiaeundSaccha- 
romyces Pombe ergab nur eine 
unbedeutende Steigerung der 
Kohlenséureausscheidung _fiir 
kurze Zeit, was auch bei etio- 
lierten Blattern von Vicia Faba Pe ete 
zu beobachten ist. Kosty- bei normaler (0) und intramole- 
tschews*) Untersuchungen iiber ba we hd Layee Bel 
die Atmung verschiedener Mu- 

corarten haben gezeigt, daB nach zeitweiliger Anaerobiose das 














Verhaltnis a sehr bedeutende GréBen erreichen kann, so stieg 


bei Mucor tolonifer das Verhiltnis =~ bis 6,58. Diese Koef- 


1) T. Krasnosselsky, Centralbl. f. Bakt. II. Abt., 13, 673, 1904. 
2) M. Leschtsch, Centralbl. f. Bakt. II. Abt. 12, 649, 1904. 
8) §. Kostytschew, Centralbl. f. Bakt. II. Abt., 13, 490, 1904. 
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fizienten, sowie die von Petraschewsky erhaltenen zeigen, 
da8 wahrend der anaeroben Atmung stark oxydierte Verbindun- 
gen angehauft werden. 

Durch Experimente, die an einer Reihe zu verschiedenen 
Gruppen gehdériger lebender Pflanzen angestellt worden sind, 
ist also erwiesen, da8 nach Zufiihrung von Sauerstoff die Pro- 
dukte der anaeroben Zerspaltung oxydiert werden. 

Dasselbe konnte ich') an durch niedrige Temperatur ge- 
téteten Pflanzen beobachten. So wurden von zwei Portionen 
etiolierter Blitter von Vicia Faba, die nach vorangehender 
Saccharosefiitterung erfroren waren, folgende (auf 100 g Blatter 
berechnete) Kohlenséuremengen ausgeschieden : 





Gesamt- | 
menge 
CO, 


Versuchs- 
dauer 


a 1 ‘Luftstrom 





2. Wasserstofistrom _ 





CO. 


| in 1 Stunde 
| 


Gesamt- 
menge 
CO, 











4 Stunden 
4 
15 


3 
6 
15 


153 
102 
88 


Spuren 


38,2 
25,5 
5,9 


| 
| 
— 
| 


92 
26 
48 
Luftstrom 
163 54,3 
92 15,3 
53 3,5 





47 Stunden 





343 





474 | 


Die Ergebnisse des Versuchs sind in Fig. 2 dargestellt. 
Man sieht, daB getétete Blatter, die bei Luftzutritt 38,2 mg 
Kohlenséure in der Stunde ausschieden, es nach zeitweiliger 
Anaerobiose zu 54,3 mg CO, in der Stunde brachten. Folglich 
begiinstigte der vorhergehende 23stiindige Aufenthalt im Wasser- 
stofistrom die Anhaufung leicht oxydierbarer Stoffe. Ferner 
folgt aus einem Vergleiche der gesamten von der ersten im 
Luftstrom befindlichen Portion (in der gleichzeitig anaerobe und 
Oxydationsvorginge statt hatten) ausgeschiedenen Kohlensiure- 
menge mit der Gesamtmenge der von der zweiten Portion 
Blatter (wo zuerst im Wasserstoffstrom ausschlieBlich anaerobe 
Prozesse abliefen und die Produkte der anaeroben Zerspaltung 
erst nachher durch den durchgelassenen Luftstrom oxydiert 


1) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 412, 1906. 





Uber das Wesen der Pflanzenatmung. 167 


wurden) ausgeschiedenen Kohlensiure, daS im ersten Falle 
343 mg, im zweiten 474 mg, d. i. um 131 mg oder 38,1°/, mehr 
Kohlensaéure ausgeschieden wurde. Dieser Uberschu8 in der 
zweiten Portion wurde ausschlieBlich dadurch erméglicht, daB 
im Wasserstoffistrom groBe Mengen von Produkten der anaeroben 
Zerspaltung gebildet waren, die sodann oxydiert wurden. 
Solche an getéteten Pflanzen angestellte Versuche demonstrieren 
auf besonders anschauliche Weise die Abhangigkeit der Oxy- 
dationsvorginge von den vorausgehenden c 
Vorgiingen der anaeroben Zerspaltung. 
Aus der Tatsache, da8 der gleich- 
zeitige Verlauf von anaeroben und Oxy- 
dationsvorgingen bei getéteten Pflanzen 
fir sie, wie aus der stark verminderten 
Menge ausgeschiedener Kohlensaure folgt, 
unginstig ist, kann gefolgert werden, da8 
die Oxydationsvorginge einen schadigen- 
den Einflu8 auf die anaeroben Prozesse 
ausiiben. Das wird darch Versuche von 
Bach’) bestiatigt, beidenen die Gegenwart Fig. 2. 
von Peroxydase einen schadigenden Ein- Durch erfrorene etiolierte 
flu8 auf die Zymase des Zymins ausiibte. eats” Maken. 
Alles Gesagte fiihrt zur Annahme, siure ef an der Luft, 
daB in der lebenden Zelle die anaeroben %2¢d — 2uerst im Wasser- 
stoff (ab) — dann an der 
und Oxydationsvorgange nicht nur zeit- Luft (bed). 
lich, sondern vielleicht auch raumlich 
getrennt sind, etwa dem Umstande analog, daB in der lebenden 
Zelle die Koexistenz von sauer reagierendem Zellsaft und 
alkalisch reagierendem Protoplasma méglich ist. Wenn aber 
eine solche raiumliche Trennung fehlt, so mu8 die lebende 
Zelle iiber Mittel (Antifermente) verfiigen, die die anaeroben 
Enzyme vor der schidlichen Einwirkung der Oxydasen be- 
wahren. Auch kénnten beide Fille zugleich in der lebenden 
Zelle Platz haben. 
Auch bei Tieren ist nach voriibergehender Anaerobiose ver- 
mehrte Kohlensiureausscheidung zu beobachten, wie das WeiB*) 


1) A. Bach, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20. April 1906. 


*) G. WeiB, Bulletin soc. biologique de France 64, Nr. 11, 12, 
1908. Zitiert nach Biochem. Centralbl. 1908, 8111. 
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am Frosche feststellen konnte. Obschon dabei die Vermehrung 
der Kohlensaéureausscheidung von bedeutender Sauerstoffabsorp- 
tion begleitet war, so war doch stets ein Steigen des Atmungs- 
koeffizienten zu vermerken. 

Die kiirzlich angestellten Versuche Nabokichs’) kénnen 
als weitere Stiitze der Ansicht dienen, daB durch anaerobe Vor- 
ginge bestindige Stoffe in héchst unbestiandige iibergefiihrt 
werden. Er wiederholte die friiheren Versuche Brensteins*) 
iiber die Kohlensiureausscheidung von durch iiberhitzten Dampf 
getéteten Pflanzen und stellte folgenden weiteren Versuch an. 
Von zwei Portionen Fruchttrager von Agaricus campestris 
wurde die eine durch iiberhitzten Dampf getétet und die Menge 
der von ihr danach ausgeschiedenen Kohlensaure bestimmt; 
die andere befand sich vorher 24 Stunden im sauerstofffreien 
Medium und wurde dann erst getétet. Die von der zweiten 
Portion ausgeschiedene Kohlensiuremenge iiberstieg die ent- 
sprechende GréfSe bei der ersten um mehrere Male. Die vor- 
ausgehende Anaerobiose hatte also eine groBe Menge Stoffe vor- 
bereitet, die an der Luft oxydiert werden konnten. 

Alle ausgefiihrten Versuche kénnen wie folgt zusammen- 
gefaBt werden: 

6. Die Vorginge der anaeroben Atmung fiihren be- 
staindige, keine unmittelbare Oxydation zulassende 
Pflanzenstoffe in héchst unbestaindige leicht oxydier- 
bare Stoffe iiber. 

Es entsteht die fernere Frage, ob durch den Sauerstoff 
End- oder irgendwelche Zwischenprodukte der anaeroben Zer- 
spaltung oxydiert werden. 

Als Endprodukt der Vorgainge der anaeroben Atmung er- 
scheint in der Mehrzahl der Faille Alkohol. Es entsteht die 
Frage, ob bei normalen Bedingungen bei Luftzutritt Alkohol 
entsteht, oder ob dabei die Vorgiinge der anaeroben Zerspaltung 
die Alkoholbildung nicht erreichen und nicht Alkohol, sondern 
dem Anfangstadium der anaeroben Zerspaltung naher stehende 
Stoffe oxydiert werden. Theoretisch betrachtet erscheint es 


1) A. Nabokich, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1908, 324. 

2) Brenstein, Uber die Produktion von Kohlensiure durch 
getétete Pflanzenteile. Inaug.-Diss., Kiel 1887. — Reinke, Botan. 
Zeitg. 1887, 216. 
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fiir die Pflanze vorteilhafter, unbestandige, labile Stoffe zu 
oxydieren, als bestandige. 

Was fiir Stoffe sind nun weniger bestandig: Alkohol oder 
uns unbekannte Zwischenprodukte, aus denen er spiter ge- 
bildet wird? Fiir den Gang chemischer Reaktionen gibt Ost- 
wald folgende allgemeine Regeln an. Es entstehen ,,bei chemi- 
schen Vorgingen im weitesten Sinne von den méglichen Pro- 
dukten nicht die bestandigsten zuerst‘‘ . . . ,,sondern die unter 
den vorhandenen Umstinden noch mdglichen unbestandig- 
sten“'). Es wird ,,beim freiwilligen, d. h. infolge Eintritts 
in das labile Gebiet erfolgenden Verlassen eines Zustandes 
nicht die Form mit der kleinsten freien Energie erreicht,“.. . 
,sondern die Form, welche unter méglichst geringem Verlust 
an freier Energie erreicht werden kann, oder die Form mit 
der niachstgréBten freien Energie‘‘*). Selbst bei der Krystalli- 
sation aus iibersittigten Lésungen konnte Ostwald beobachten, 
daB nicht zuerst dauerhafte, kein Wasser enthaltende Krystalle 
entstehen, sondern unbestandige wasserhaltige, im Wasser leichter 
lésliche Krystalle, die erst im weiteren Verlaufe der Krystalli- 
sation in solche iibergehen, die kein Wasser enthalten. 

Auch bei der Alkoholgirung miissen also die Zwischen- 
produkte weniger bestandig sein und der Oxydation leichter 
unterliegen, als das Endprodukt der Girung, der Alkohol. Die 
von Godlewski*) und mir*) geauBerte Ansicht, daB es bei 
der normalen Atmung nicht zur Bildung von Alkohol zu kommen 
braucht, versuchte Kostytschew®) durch neue Tatsachen zu 
bestatigen. 

7. Alkohol wird nur bei anaerober Atmung gebildet. 

8. Bei normaler Atmung unter Luftzutritt fiihren 
die Vorgange der anaeroben Zerspaltung nicht zur 
Bildung von Alkohol und anderer ihm analoger Pro- 
dukte, da der Oxydation friihere labile Zwischen- 
produkte der anaeroben Zerspaltung unterliegen. 


1) W. Ostwald, Zeitschr. f. physikal. Chem. 34, 252, 1900. 

2) W. Ostwald, Zeitschr. f. physikal. Chem. 22, 307, 1897. 

3) Godlewski, Bulletin de l’ Acad. des sciences de Cracovie 1904, 115. 

4) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chemie 47, 407, 1906. 

5) S. Kostytschew, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1908, 565. — 
Diese Zeitschr. 15, 164, 1908. 
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Gewohnlich beurteilt man die Energie der anaeroben Zer- 
spaltung als einen das Leben in sauerstofffreien Medien unter- 
haltenden ProzeB nach der ausgeschiedenen Kohlensiure- 
menge, d.i. nach der Energie der anaeroben Atmung, indem 
man voraussetzt, daS die Bildung der iibrigen Produkte der 
anaeroben Zerspaltung der ausgeschiedenen Kohlenséiuremenge 
proportional verlauft. Eine solche Proportionalitat besteht aber, 
wie Versuche zeigen, in der Tat nicht, und wir kennen solche 
Fille von Leben ohne Sauerstoff, die beinahe von keiner 
Kohlensaureausscheidung begleitet sind. Ich will mich auf ein 
sehr bezeichnendes Beispiel beschrinken: Raffinosekulturen der 
Alge Chlorothecium saccharophilum scheiden, in ein sauer- 
stoffloses Medium versetzt, im Laufe der ersten 24 Stunden 
minimale Mengen, im Laufe weiterer 24 Stunden gar keine 
Kohlenséure aus, so daB man versucht ist, die Pflanze fiir 
tot zu halten. In der Tat setzt sie aber ihr Leben fort, in- 
dem sie das Nahrsubstrat ohne Ausscheidung von Kohlensaure 
spaltet, was dadurch bewiesen wird, daB sie im Luftstrom die 
Produkte der anaeroben Zerspaltung lebhaft zu oxydieren be- 
ginnt und bis zum Schlusse dieser Oxydation die Menge der 
ausgeschiedenen Kohlensiure um 4'/, mal gegeniiber der Norm 
(Fig. 1, S. 165) erhéht. Folglich: 

9. k6nnen aerobe Pflanzen in sauerstofflosen Medien 
leben, ohne Kohlens&éure auszuscheiden. 

Unter diesen Bedingungen findet eine sehr energische 
Spaltung zusammengesetzter organischer Verbindungen in ein- 
fachere statt. Zur Erforschung dieser Verbindungen hat man 
gerade solche Substanzen zu wihlen, die in sauerstofffreien 
Medien wenig Kohlensaiure ausscheiden, da man als Regel be- 
trachten kann, daB, je weniger Kohlensaéure Pflanzen unter diesen 
Bedingungen ausscheiden, sie es desto energischer nach erneuter 
Sauerstofizufuhr tun, da bei Sauerstoffentziehung in ihnen ja 
besonders viel leicht oxydable Stoffe angesammelt werden 
miissen. 

Wahrend bei Chlorothecium das anaerobe Leben nur 
in den zweiten 24 Stunden ohne Kohlensaiureausscheidung ver- 
liuft, ist manchmal auch die umgekehrte Erscheinung zu ver- 
zeichnen, daB das anaerobe Leben nur in den ersten Stunden ohne 
Kohlenséureausscheidung verlauft, wonach diese dann beginnt. 
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Ein solcher Fall wurde von Kostytschew') an Peptonkulturen 
von Aspergillus niger beobachtet. Mit Recht weist Kosty- 
tschew darauf hin, da8 darin eine Erklarung fiir den nega- 
tiven Befund Diakonows gegeben ist; Diakonow belieB seine 
Kulturen nur sehr kurze Zeit in Wasserstoff. Das Aufhéren 
der Kohlensaéureausscheidung kann noch nicht als Kriterium des 
Todes gelten. 

Ob die anaerobe Atmung von Wasserbildung begleitet ist, 
wissen wir ebenso wenig wie iiberhaupt etwas iiber den Vorgang 
der Wasserbildung waihrend der Atmung. 

Die in der ersten Zeit nach dem Versetzen in ein sauer- 
stofffreies Medium von den Pflanzen ausgeschiedene Kohlen- 
séure kann nicht ausschlieBlich auf Rechnung der anaeroben 
Zerspaltung gesetzt werden, da es dank der Kompliziertheit der 
Oxydationsprozesse (s. unten) einiger Zeit bedarf, bis der von 
der Pflanze aufgenommene Sauerstoff sie in Form von Kohlen- 
sdure und Wasser verlaBt. 


II. Sekundire (Oxydations-) Prozesse der Pflanzenatmung. 


Die Vorginge der Oxydation der Produkte der anaeroben 
Zerspaltung erscheinen noch komplizierter und sind noch weniger 
erforscht als die anaerobe Zerspaltung selbst. Darauf, dab 
diese Vorginge in den Pflanzen im héchsten Grade kompliziert 
sein miissen, weist der gegenwartige Stand rein chemischer 
Untersuchungen iiber den Verlauf der Oxydationsprozesse hin.*) 
Der Physiologe hat bei Erforschung dieser Prozesse im Orga- 
nismus stets die wichtigsten von Chemikern gewonnenen Re- 
sultate im Auge zu behalten. Man unterscheidet zwei Kate- 
gorien von Oxydationserscheinungen, einmal Verbrennungen (mit 
Feuer) bei hohen, und Oxydationen bei niederen Temperaturen, 


1) S. Kostytschew, Untersuchungen iiber anaerobe Atmung der 
Pflanzen. St. Petersburg 1907, 8.40, 42 (russisch). Pringsheims Jahrb. f. 
wissensch. Botan. 40, 563, 1903. 

2) Literatur bei: C. Engler und J. WeiSberg, Kritische Studien 
iiber die Vorgiinge der Autoxydation. Braunschweig 1904. — G. Bod- 
lander, Uber langsame Verbrennung. Stuttgart 1899 (Sammlg. chem. 
und chem. techn. Vortrige). — W. Manchot, Uber Sauerstoffakti- 
vierung. Wiirzburg 1908 (Verhandlungen der phys. med. Gesellsch. zu 
Wiirzburg, N. F. 89). 
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die langsam vor sich gehen und als ,,langsame Oxydation“ oder 
,Autoxydation bezeichnet werden. Zu den Vorgangen der 
Autoxydation gehéren die Vorgange der Pflanzenatmung. 
Untersuchungen iiber die Autoxydation haben ergeben, 
da8 fast immer neben bestaéndigen Oxydationsprodukten (z. B. 
Wasser bei Oxydation von Wasserstoff) noch andere Stoffe mit 
Peroxydcharakter entstehen, die ein gréBeres Oxydationsvermégen 
haben, als der Sauerstoff der Luft (z. B. bei Oxydation von 
Wasserstoff — Wasserstoffsuperoxyd). Die Bezeichnung_,,Aut- 
oxydation“ ist von M. Traube eingefiihrt; als autoxydierende 
Stoffe werden solche bezeichnet, die der Oxydation durch Luft- 
sauerstoff unmittelbar fahig sind. Die Autoxydation wird durch 
Katalysatoren unterstiitzt. Da bei den Vorgaingen der Aut- 
oxydation Stoffe mit Peroxydcharakter gebildet werden, kénnen 
dabei auch solche Stoffe oxydiert werden, die durch den Sauer- 
stoff der Luft allein nicht oxydiert werden. Es hat also bei der 
Autoxydation gleichsam eine Stimulierung des Luftsauerstoffs 
stattgefunden, was von Schénbein als Sauerstoffaktivierung 
bezeichnet wurde. Zur Erlauterung einige Beispiele: 


1. Die Oxydation des Wasserstoffs verliuft wie folgt: 
—O H—O 


H+H+ |——- | 
—O H—O 


H,0, + H, > 2H,0 


2. Die Oxydation des Oxanthranols C,H,< C,H, 
COH 


COH 


hat den Verlauf: 


(Oxanthranol) as —O 
Anthrachinon <a -}. = Anthrachinon +- H,0,. 


Manchot*) hat durch quantitative Untersuchungen bewiesen, 
daB bei der Oxydation von Oxanthranol doppelt soviel Sauer- 
stoff absorbiert wird, als es dessen bediirfen wiirde, um als 
Reaktionsprodukt Wasser zu bilden. In beiden Fallen erfolgt, 
wie man sieht, eine Verbindung mit ganzen Molekiilen Sauer- 
stoff. Die Oxydation wird in Gegenwart von Barytlauge aus- 
gefiihrt, die zugleich als Katalysator dient und das entstehende 
Wasserstoffsuperoxyd bindet. 


1) W. Manchot, Annal. d. Chem. 314, 177, 1901. 
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3. Der bei der Autoxydation entstandene Kérper mit Per- 
oxydcharakter kann die Hilfte seines Sauerstofis anderen 
Korpern B abgeben, die von Engler und WeiBberg’) als 
Acceptoren bezeichnet worden sind: 

AO, +B +» AO +- BO. 

Der Stoff AO kann noch weiter oxydierend wirken: 

AO +B »A-- BO, 
so daB als Reduktionsprodukt des Ausgangsstoffes A erhalten 
wird. In Gegenwart von Acceptoren gehen also Oxydations- 
und Reduktionsprozesse parallel. Wir haben es hier nach 
Ostwald mit einer ,,Reaktion mit Folgewirkungen“ zu tun. 
Die Gegenwart eines Acceptors kann sogar den Gang des Oxy- 
dationsvorganges beschleunigen. Es wird z. B. eine Lésung von 
Ferrosulfat an der Luft sehr langsam oxydiert; wenn man aber 
diese Lésung mit Atzkali vermengt, in dem viel arsenige Saure 
gelést ist, und umschiittelt, so tritt bald die rotbraune Farbe 
des Ferrihydroxyds zutage. Dabei wird doppelt soviel Sauer- 
stoff aufgenommen, als zur Uberfiihrung der Ferro- in die 
Ferriverbindung nétig wire; der Uberschu8 an Sauerstoff wird 
vom Acceptor — der arsenigen Siure — aufgenommen. 

Besonders geeignet zur Demonstration der Ubertragung von 
Sauerstoff sind Cersalze. A.Job*) verfuhr dabei wie folgt: er 
nahm zwei Kolben A und B von je ca. 200ccm Inhalt, gob 
in jeden je 50ccm einer konzentrierten Kaliumcarbonatlésung 
und je 5ccm einer pro Liter etwa 10 g Cer enthaltenden Cero- 
nitratlésung; ferner wurden in den Kolben A 20 ccm verdinnter, 
etwa 10 g arsenige Siure pro Liter enthaltender Kaliumcarbonat- 
lésung, in den Kolben B die gleiche Menge reiner Kalium- 
carbonatlésung gegeben und beide Kolben umgeschiittelt. Im 
Kolben B fiel rasch orangerotes, kohlensaures Cerperoxyd aus, 
was in A nur in geringem Mafe zu beobachten war. Nach 
dem Schiitteln blieb in B die rote Farbung bestehen, wahrend 
sie in A vollstandig verschwand und von einer gelben, fiir 
Cerisalze charakteristischen Farbung ersetzt wurde. Das anfangs 
farblose Salz des Ceroxyduls (Ce,0,) wurde also in beiden Kolben 
zum roten Salze des Cerperoxyds (CeO,) oxydiert; im Kolben A 

1) Engler und WeiBberg, 1. c. 8. 40. 


2) A. Job, Compt. rend. 184, 1052, 1902. — Annales de chim. et 
de physique, 7. série, 20, 205, 1900. 
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wurde dann vom Acceptor (arsenige Saéure) ein Teil des Sauer- 
stoffs fortgenommen und es entstand ein Cerisalz (CeO,). Letzteres 
vermag aus der Luft keinen Sauerstoff aufzunehmen. Nimmt 
man statt arseniger Séure Glucose, so erhilt man beim Um- 
schiitteln ebenfalls einen beim Stehen verschwindenden roten 
Niederschlag; dabei wird aber die Lésung nicht gelb, sondern 
infolge der Reduktion des Cerperoxydsalzes zum Cerosalz farb- 
los. In diesem Falle wird der gesamte, aus der Luft aufge- 
nommene Sauerstoff an die Glucose abgegeben und das Cero- 
salz wirkt wie ein oxydierendes Ferment. Auch Hydrochinon 
wurde von Job’) als Acceptor angewandt; die Ubertragung 
des Sauerstoffs der Luft auf Glucose mit Hilfe von Indigo- 
schwefelsiure in alkalischer Lésung hat schon M. Traube be- 
obachtet.”) 

4. Zwei Stoffe, die einzeln zur Sauerstoffabsorption nicht 
befaihigt sind, werden es bei ihrer Vermengung. Job*) nimmt 
z. B. eine Lésung von Ceriammonivmnitrat in kohlensaurem 
Kali. Diese Lésung nimmt ebensowenig wie eine Lésung von 
Glucose Sauerstoff auf. Wenn man sie jedoch vermengt, so 
tritt zuerst infolge der Bildung von Cerosalz Entfarbung ein; 
nach dem Umschiitteln fallt ein roter Niederschlag von Cer- 
peroxyd aus, der beim Stehen infolge der Oxydation der Glu- 
cose von neuem farblos wird. Mit andern Worten ist zum Be- 
ginn der Oxydation Reduktion nétig; die Glucose hat das Ceri- 
salz aus dem Stadium eines Profermentes (Oxyd) ins Stadium 
eines Fermentes (Oxydul) iibergefiihrt. 

5. Die oxydierenden Stoffe sind bessere Oxydatoren als der 
Sauerstoff der Luft. Viele Stoffe, die der Oxydation durch 
Luftsauerstoff unfaihig sind, werden leicht durch Chromsiaure, 
Kaliumpermanganat, Salpetersiure usw. oxydiert. Im pflanz- 
lichen Organismus werden ebenfalls Oxydatoren gebildet, die 
energischer oxydieren als der Sauerstoff der Luft. 

Aus den angefiihrten Beispielen ist ersichtlich, daB die Oxy- 
dationsvorgange von einer Reihe von Nebenprozessen begleitet 
sind, u. a. von Reduktionsvorgiingen. Auch in der Zelle wechseln 
Oxydations- und Reduktionsvorginge ab. 


1) A: Job, Compt. rend. 136, 45, 1903. 


*) M. Traube, Theorie der Fermentwirkungen, 1858; 8. 20. 
3) A. Job, Compt. rend: 184, 1054, 1903. 
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Nach Ostwald‘) besteht die Wirkung des Oxydators darin, 
da8 positive Ionen gebunden oder negative geschaffen werden. 
Umgekehrt werden von reduzierenden Stoffen die negativen 
Ionen gebunden und die positiven gebildet. Nach Le Blanc?) 
kann man fiir elektrische Vorginge die sog. Oxydations- und 
Reduktionserscheinungen scharf definieren. Man kann sagen, 
ein Stoff wird oxydiert, wenn er seine positive Ladung vermehrt 
(bzw. eine positive Ladung aufnimmt) oder seine negative ver- 
mindert, und er wird reduziert, wenn er seine negative Ladung 
vermehrt oder seine positive vermindert. Um eine wirkliche 
Oxydation, d. h. um eine Mitwirkung des Sauerstoffs, an die 
man friiher stets glaubte, handelt es sich hier vielfach nicht, 
sondern um einen Wechsel der Ionenladungen. Das Chlor er- 
scheint z. B. in Gegenwart von Wasser als Oxydator, da es die 
positiven Wasserstoffionen bindet und negative Hydroxylionen 
in Freiheit setzt, die dann auf andere Stoffe oxydierend wirken. 
Das Chlor erscheint also als indirekter Oxydator.*) 

oa es rare = shies _ 
2cl+2H—20H=—2Cl+2H+ 20H 
Wasser Salzséure 

Viele Metalle erscheinen in Wasser als indirekte reduzie- 

rende Mittel, indem sie positive Wasserstoffionen befreien. 


tT = of 
Zn -+- 20H +- 2H = Zn(OH), +H +H. 

Bei elektrolytischen Oxydationsprozessen bemerkt man eine 
Abhingigkeit mit vom Stoffe der Elektroden, so auch von einem 
kleinen Zusatz fremder Substanz. In beiden Fallen haben wir 
autolytische Prozesse. Der Zusatz eines Reduktionsmittels zum 
oxydierenden Stoffe beschleunigt den Gang des Prozesses.*) 
Schaer‘*) untersuchte aktivierende Wirkungen von reduzierenden 
Substanzen auf verschiedene oxydierende Verbindungen. 

Den Einflu8 des Mediums auf den Gang der Reduktions- 
und Oxydationsprozesse beleuchten die Versuche von Job.*) 
Cersalze werden durch Wasserstoffsuperoxyd bei alkalischer Re- 
aktion oxydiert, bei saurer reduziert. 


1) W. Ostwald, Allgem. Chem. 3. Aufl., S. 439. 

2) M. Le Blanc, Lehrb. d. Elektrochem., 4 Aufl., 1906, S. 240. 
3) M. Le Blane, |. o. S. 263 bis 264. 

4) Ed. Schaer, Annal. d. Chem. 323, 32, 1002. 

5) A. Job, Annales de chim. et physique, 7. série, 20, 234, 1900. 
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Auf Grund der erlaiuterten Beispiele kann man somit sagen, 
daB am Verlauf der Autoxydationsvorginge beteiligt sind: 

1. der oxydierende Kérper, 

2. ein Kérper mit aktiviertem Sauerstoff (Wasserstoffsuper- 
oxyd, zusammengesetzte Peroxyde), 

3. ein Katalysator (Oxydase), 

4. ein Acceptor, 

5. ein reduzierender Korper. 

Die Autoxydationsvorginge erscheinen also schon im ein- 
fachsten Falle recht kompliziert. Was die Oxydationsvorgainge 
in den Pflanzen anbelangt, so miissen wir, in Anbetracht ihrer 
noch gréBeren Kompliziertheit, die Unméglichkeit anerkennen, 
schon jetzt ihren Verlauf detailliert zu schildern, und uns 
darauf beschranken, einzelne Stufen des Prozesses ins Auge zu 
fassen. 

Auf Grund unserer gegenwiartigen Kenntnisse von den Oxy- 
dationsvorgingen in den Pflanzen miissen wir folgenden Satz als 
feststehend betrachten: 


10. Um sich den Sauerstoff der Luft anzueignen, 


geniigt es nicht, von ihm umgeben zu sein. Man mu8 
iiber einen komplizierten Apparat zu seiner Aufnahme 


verfiigen. 

Wie es zur Assimilation der Kohlensiure und des Sonnen- 
lichtes nicht geniigt, von ihnen umgeben zu sein und noch ein 
Chlorophyllapparat erforderlich ist, so ist auch zur Aufnahme 
von Sauerstoff ein Oxydationsapparat erforderlich. Seinen Be- 
stand bilden vor allem, als Katalysatoren der Oxydations- 
vorgange, Oxydasen. Anaerobe Pflanzen entbehren ihrer. Nach 
Bach enthalt Hefe keine Peroxydase; auf die Arbeit des Zymins 
hat Peroxydase einen nachteiligen Einflu8.') Griiss*) konnte 
in der Hefe Oxydasen nur in Spuren nachweisen. Die ver- 
schwindend geringe Menge der in der Hefe enthaltenen oxy- 
dierenden Enzyme erklart die auf den ersten Blick befremd- 
liche Tatsache, daB Hefe bei vollem Luftzutritt zu giren ver- 
mag. Man kann also die Definition Pasteurs, Giarung sei 
Leben ohne Sauerstoff, erweitern, indem man sagt: 


1) A. Bach, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1906, 1664. 
2) Griiss, Wochenschr. f. Brauerei 1899, 522; 1901, 310. 
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11. Die Garung ist Leben ohne Sauerstoff, sei es 
aus Mangel desselben im umgebenden Medium (héhere 
Pflanzen), sei es aus Mangel zu seiner Aufnahme ge- 
eigneter Mittel (anaerobe Pflanzen). 

Hauptsiachlich durch die Arbeiten von G. Bertrand und 
von Chodat und Bach ist die weite Verbreitung oxydierender 
Enzyme in Pflanzen nachgewiesen. H. Euler und J. Bolin’) 
sind der Meinung, daB ihre chemische Natur sehr einfach ist. 
Sie vertragen starke Temperaturerhéhung; ihr wirksames Prinzip 
bilden Salze organischer Séuren. Ihre Wirkung ist also eine 
rein katalytische. 

Nachdem Bach’) und gleichzeitig Engler*) gezeigt hatten, 
daB die Prozesse der Autoxydation von der Bildung von Per- 
oxyden begleitet sind, gaben Chodat und Bach eine Theorie 
der Oxydationsprozesse in den Pflanzen, nach welcher den oxy- 
dierenden Enzymen die Rolle zufiel, in den Pflanzen auf Kosten 
des Sauerstoffs der Luft zusammengesetzte Peroxyde zu bilden, 
die von ihnen Oxygenasen, d. h. Trager aktivierten Sauer- 
stoffs, genannt wurden, wahrend fiir die oxydierenden Enzyme 
die alte Bezeichnung*) Peroxydasen, d. h. Peroxydbildner, bei- 
behalten wurde. 

Auf Grund der chemischen, auf die Prozesse der Autoxy- 
dation beziiglichen Tatsachen miissen wir auch in den Pflanzen 
Bildung von Peroxyden als Trager aktivierten Sauerstoffs an- 
nehmen, aber unsere diesbeziiglichen, auf Tatsachen beruhenden 
Kenntnisse sind minimal. Eine Aufgabe kiinftiger Forschungen 
wird die Beseitigung dieses Mangels bilden. Nach Bach und 
Chodat’) gibt die durch Behandlung des Saftes von Lathraea 
squammaria mit Barytwasser mit nachfolgender Zerlegung des 
erhaltenen Niederschlags gewonnene Lésung mit Titanschwefel- 
siure keine Reaktion auf Wasserstoffsuperoxyd, farbt aber mit 
Jodkali in intensiver Weise Starke blau. Wahrscheinlich wird 


1) Hans Euler und Ivan Bolin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 
80, 1908. 

2) Bach, Compt. rend. 124, 951, 1897. Moniteur scientifique 11, 
480, 1897. 

3) Engler, Verhandl. d. naturw. Ver. Karlsruhe, 13, 72, 1896. — 
Engler und Wild, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 30, 1696, 1897. 

4) Linossier, Compt. rend. soc. biol. 50, 373, 1898. 

5) Bach und Chodat, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2466, 1902. 
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in den Pflanzen auch Wasserstoffsuperoxyd gebildet, es ist aber 
infolge der Gegenwart von Katalase schwer nachzuweisen. Zu- 
gunsten des Vorhandenseins von Peroxyden in den Pflanzen 
spricht der Umstand, da8 médglichst gereinigte Peroxydase ohne 
Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd gar keine Farbenreaktionen 
zeigt, d. h. keine oxydierenden Prozesse vollzieht. 

Das Oxydationsvermégen der Oxydasen ist selbst in Gegen- 
wart von Wasserstofisuperoxyd sehr beschrankt. G. Bertrands 
Untersuchungen haben gezeigt, dai Oxydasen den Sauerstoff 
der Luft ausschlieBlich auf aromatische Verbindungen von 
bestimmter Zusammensetzung zu iibertragen befahigt sind. ,,Les 
corps nettement attaquables par la laccase sont ceux qui, appar- 
tenant a la série benzenique, possédent au moins deux des 
groupements OH ou NH, dans leur noyau et dans lesquels 
ces groupements sont situés, les uns par rapport aux autres 
soit en position ortho, soit surtout en position para.‘‘') Meta- 
Verbindungen werden duBerst schwer oxydiert. Z. B. haben 
Hydrochinon, Brenzkatechin und Resorcin in Gegenwart von 
Laccase folgende Sauerstoffmengen absorbiert: 

Hydrochinon (Para-Diphenol) . . 32,0, 
Brenzkatechin (Ortho-Diphenol) . . 17,4, 
Resorcin. .(Meta-Diphenol) .. 0,6. 

Dabei ist zu bemerken, daB selbst die durch Oxydasen 
oxydierbaren Stoffe durch sie niemals bis zu Kohlenséure und 
Wasser, sondern nur bis zur nachsten organischen Verbindung 
oxydiert werden, die dabei, wie es scheint, stets farbig, d. h. 
ein Pigment ist. So wird Hydrochinon unter Sauerstoff- 
absorption und Bildung von Wasser nur zu rotem Chinon oxy- 
diert: 

C,H,O, 4+- 0 = C,H,0, +- H,0. 

Pyrogallol wird unter Sauerstoffabsorption und Kohlen- 
siureausscheidung nur zu rotem Purpurogallin oxydiert. Laccol 
wird zu schwarzem Lack oxydiert. Eine durch unvollstindige 
Oxydation verschiedener organischer Verbindungen entstehende 
Pigmentbildung liegt endlich allen Farbenreaktionen der Oxy- 
dasen zugrunde. Aus allen bis heute bekannt gewordenen Tat- 


1) G. Bertrand, Compt. rend. 122, 1132, 1896; Annales de chim. 
et de physique, 7. série, 12, 115, 1897. 
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sachen ist also ersichtlich, da8 das Oxydationsvermégen der 
Atmungsoxydasen sehr beschriankt und zwar nur auf Pigment- 
bildung zuriickzufiibren ist. Eine Pigmentbildung bei der Ein- 
wirkung der tierischen Oxydasen z. B. auf Adrenalin und 
Tryptophan, sowie auf p-Oxyphenylathylamin hat Neuberg’) 
beobachtet. 

12. Die Atmungsperoxydasen sind gewdhnlich 
pigmentbildende Enzyme. 

In einigen Fallen ist die umgekehrte Erscheinung zu be- 
obachten: als Resultat der Oxydation tritt Zerstérung des Pig- 
mentes ein. Das ist sehr gut am Karoten, einem Kohlenwasser- 
stoff, dem nach Willstatter*) die Formel C,,H,, zukommt, 
zu beobachten. In groBen Mengen ist er in der Wassermelone 
(Citrullus vulgaris) vertreten. Das zerkleinerte Innere der Wasser- 
melone wird bei Autolyse mit Chloroform bei Luftzutritt in 
einigen Tagen vollstandig entfarbt. Bei Autolyse ohne Luft- 
zutritt oder, in Gegenwart von Formalin*), welches die enzy- 
matischen Prozesse zerstért, auch bei Luftzutritt bleibt die Far- 
bung erhalten. 


Eine ahnliche Entfarbung des Karoten, wenn auch eine 
bedeutend langsamer eintretende, ist nach sehr langer Autolyse 
von Méhren zu beobachten. Auf Grund dieser Versuche muB 
auch das Karoten den Atmungspigmenten beigezahlt werden. 

Versuche, mittels der Oxydasen aliphatische Verbindungen 
zu oxydieren, haben zu negativen Resultaten gefiihrt. So ist 
Portier*) nach fruchtlosen Versuchen, Glucose mittels Laccase 


1) C. Neuberg, Diese Zeitschr. 8, 383, 1908. 

2) R. Willstatter, Annal. d. Chem. 355, 1, 1907. 

3) Das Formalin ist sehr wertvoll, wenn es sich darum handelt, die 
in den Pflanzen enthaltenen (alle?) Enzyme zu téten, ohne dabei andere 
in den Pflanzen vorhandene, oft héchst unbestiandige Stoffe zu zerstéren. 
Formalinbehandlung gibt oft bessere Resultate, als das Kochen, welches 
nicht nur auf Enzyme, sondern auch auf andere Stoffe zerstérend wirkt. 
Zur Tétung setzt man es entweder zu bereits zerkleinerten Pflanzen hinzu 
oder man bringt ganze Pflanzenteile in Formalindimpfe unter Glas- 
glocken. Man erhilt so abgestorbene Pflanzen mit getéteten Enzymen, 
wibrend man in Chloroformdimpfen abgetétete Pflanzen mit wirk- 
samen Enzymen erhalt (zur Bezeichnung ,,abgestorben‘‘ und ,,abgetétet‘ 
vgl. Trommsdorf, Centrabi. f. Bakt., II. Abt., 8, 87, 1902). 

*) Portier, Les oxydases dans la série animale. Leur réle physio- 
logique. Paris 1897, 

12* 
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zu oxydieren, zu dem nicht richtigen Schlu8 gekommen, daB 
den Oxydasen bloB eine schiitzende Rolle zukommt: bei Ver- 
wundungen bewirken sie Bildung von die Wunde iiberziehendem 
Lack.') 

13. Die Atmungsenzyme kénnen die Produkte der 
anaeroben Zerspaltung, soweit letztere zu den ali- 
phatischen Verbindungen gehéren, nicht unmittelbar 
oxydieren. 

Die uns noch nicht bekannten labilen Produkte der an- 
aeroben Zerspaltung geben bei der Hefe schlieBlich Alkohol. 
Auch bei Aeroben wird nach zeitweiliger Sauerstoffentziehung 
in der Mehrzahl der Fille Alkohol gebildet. Was geschieht 
aber mit den Produkten der anaeroben Zerspaltung bei Aeroben 
in normalen Verhiltnissen an der Luft? Wenn die Produkte 
der anaeroben Zerspaltung bei ihnen aliphatische Verbindungen 
sind, so bedarf es zu ihrer Oxydation der Gegenwart eines neuen 
aromatischen Stoffes als Sauerstoffiibertrager. Oder aber die 
Produkte der anaeroben Zerspaltung miissen selbst erst in aroma- 
tische Verbindungen verwandelt werden, um dann schon un- 
mittelbar durch Oxydasen oxydiert zu werden. In beiden Fallen 
ist eine Beteiligung aromatischer Verbindungen am Atmungs- 
prozeB der Pflanzen notwendig. In der Tat sind solche Ver- 
bindungen, wie ich in meinen letzten Arbeiten gezeigt habe, 
iiberall in den Pflanzen verbreitet. Sie verdienen vollkommen 
die Bezeichnung ,, Atmungspigment‘*.. Reinke*) hat schon langst 
auf die wichtige physiologische Bedeutung dieser Pigmente, die 
er Autoxydatoren nennt, aufmerksam gemacht. ,,Da8 derartige 
Stoffe, die, wenn sie auch nur in geringer Menge im Proto- 
plasma gebildet werden, durch ihre eigene Oxydation auch die 
Verbrennung schwieriger oxydierbarer Stoffe einleiten kénnen, 
hat Moritz Traube zuerst hervorgehoben, und es bildet diese 
Tatsache die Grundlage der von ihm aufgestellten Theorie der 

1) Nur fiir tierische Oxydasen sind Angaben iiber die Fahigkeit zur 
Oxydation aliphatischer Verbindungen vorhanden. So wird von ihnen 
nach Batelli und Stern (diese Zeitschr. 9, 44, 1908) Ameisensiure oxy- 
diert. Sieber (Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 560, 1905) beobachtete 
Oxydation von Kohlenhydraten. Ich glaube, daB die Priparate von Sieber 


mehrere Enzyme, und nicht ausschlieBlich Oxydasen, enthielten. 
2) Reinke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 263, 1882; Botan. Zeit. 


65, 1883. 
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Atmung.') Im Anschlu8 daran habe ich die Vorstellung ent- 
wickelt, daB solche Stoffe, wie das Rhodogen, welche sich direkt 
mit dem Sauerstoff der Luft verbinden kénnen, im Protoplasma 
entstehen und bei ihrer Oxydation, wie alle Autoxydatoren dies 
tun, zugleich atomistischen Sauerstoff erzeugen, der nun seiner- 
seits imstande ist, Kohlenhydrate, Fette oder Saéuren direkt zu 
verbrennen.‘‘?) Diese Ansicht Reinkes bedarf auf Grund un- 
seres gegenwartigen Tatsachenmateriales einer Berichtigung nach 
drei Richtungen hin: erstens gehen diese Pigmente nicht direkt, 
sondern durch Vermittlung von Oxydasen mit dem Sauerstoff 
der Luft Verbindungen ein, zweitens werden von ihnen Kohlen- 
hydrate nicht direkt, sondern nur die primaren Produkte 
deren anaerober Zerspaltung oxydiert. Bei der Oxydation ent- 
steht, drittens, kein atomistischer Sauerstoff, sondern Peroxyde. 
A. Hansen hilt die Nebenpigmente der Algen (Phykocyan, 
Phykoerythrin und Phykophain) fiir Atmungspigmente. ,,Ich 
michte hier einen ganz anderen Gedanken aussprechen, néim- 
lich, da8 die Farbstoffe zwar zum Gaswechsel der Meeresalgen, 
aber zur Atmung in Beziehung stehen, daB sie die Bedeutung 
besitzen, den Sauerstoff anzuziehen, also als Atmungspigmente 
zu bezeichnen waren.‘‘*) Nach Pfeffer*) ,,besitzen einzelne 
Bakterien, in analoger Weise wie das Blut (Hamoglobin) die 
Fahigkeit, ein erhebliches Quantum von Sauerstoff in der Art 
locker zu binden, daB die so aufgespeicherte Menge allmahlich 
an einen sauerstofifreien Raum abgegeben wird.‘“’ Nadson®) 
hat die MutmaBung ausgesprochen, da die Chromogene der 
héheren Pilze durch Vermittlung eines Enzyms einer Oxydation 
durch den Sauerstoff der Luft unterliegen. Fahrion meint: 
Die Gerbsauren bedeuten fiir die Pflanze eine Art Reservoir, 
in welches sie jederzeit iiberschiissigen Sauerstoff ablagern und 
aus welchem sie im Bedarfsfall jederzeit Sauerstoff entnehmen 
kann. In beiden Fallen bedarf sie aber der Mitwirkung eines 
Ferments, welches einmal die Bildung der Superoxyde veranlaBt, 


1) M. Traube, Gesammelte Abhandlungen, 8S. 396 ff. 

2) J. Reinke, Einleitung in die theoretische Biologie, 1901, S. 281. 

3) A. Hansen, Mitteilungen aus der zoologischen Station zu Neapel 
11, 302, 1895. 

*) W. Pfeffer, Sitzungsber. Sachs. Gesellsch., 27. Juli 1896. 

5) Nadson, Die Pigmente der Pilze. St. Petersburg 1891 (russ.). 
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das andere Mal die Superoxyde aus den chinchydronartigen 
Doppelverbindungen, welche sie mit unoxydierter Gerbsiure- 
molekiilen eingehen, wenn sie nicht zur Sauerstoffabgabe kommen, 
frei macht.‘‘*) 

Ungeachtet der eben angefiihrten Hinweise wurde den 
Atmungspigmenten fast keine Aufmerksamkeit geschenkt, was 
seine Erklirung darin findet, daS die Verbreitung der 
Chromogene sehr beschriinkt zu sein schien. Nach der Be- 
tonung ihrer Bedeutung*) wies ich deshalb ihre weite Ver- 
breitung nach.*) Bei einer verhaltnismaBig geringen Anzahl 
Pflanzen geniigte es zum Nachweis des Chromogens, den Saft 
auszupressen, wobei das Chromogen durch Oxydation an der 
Luft ein Pigment lieferte. Als solche Objekte sind zu er- 
wahnen: die weiBe Zuckerriibe, Kartoffelknollen, Keimlinge von 
Vicia Faba, Fruchtkérper von Agaricus campestris. Bei 
anderen Pflanzen kann das Chromogen erst nach einer Auto- 
lyse (Selbstverdauung) von gréBerer oder geringerer Dauer unter 
sterilen Verhaltnissen nachgewiesen werden. Zu diesem Zwecke 
kénnen zwei Verfahren angewandt werden: nach dem einen 
werden die Pflanzen in einen Kolben gebracht, mit Wasser iiber- 
gossen und, nach Zusatz von Chloroform in geringem Uber- 
schu8, der Kolben durch einen Pfropfen geschlossen. Dieses 
Verfahren ist zum Nachweis des Chromogens in Weizenkeimen 
vorziiglich geeignet. Wéahrend die ersten Tage iiber keinerlei 
Veranderungen zu beobachten sind, tritt nach 8 bis 10 Tagen 
eine Braunfarbung der Oberfliche der Fliissigkeit ein, die beim 
Umschiitteln verschwindet. Die oxydierte Fliissigkeitsschicht 
wird also durch die Weizenkeime reduziert. Bei weiterer Auto- 
lyse unter haiufigem Umschiitteln wird die Fliissigkeit dunkel- 
rot und schlieBlich dunkelbraun. Autolyse unter Sauerstoff- 
abschluB liefert eine hellgelbe Lésung, die an der Luft rasch 
rot und dann schwarz wird. Beim anderen Verfahren wird die 
Autolyse in der Art ausgefiihrt, wie sie zuerst von Molisch*) 


1) Fahrion, Theorie der Lederbildung. Zeitschr. f. angew. Chem. 
1903, 677. 

2) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 207, 1908. Ber. 
d. Deutsch. botan. Ges. 26a, 125, 1908. 

3) W. Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 26a, 378, 1908. 

4) H. Molisch, Sitzungsb. d. Wiener Akad. I. Abt. 102, 272, 1893. 





Uber das Wesen der Pflanzenatmung. 183 


zum Nachweise von Indigo in Indigopflanzen angewandt wurde; 
die Pflanzen werden unter Glasglocken gebracht, in denen 
Schalchen mit Chloroform aufgestellt sind. Die Pflanzen werden 
rasch abgetétet und es beginnt die Oxydation des in ihnen ent- 
haltenen Chromogens. Wenn jedoch letzteres als Glykosid oder 
in einer anderen Verbindung (Weizenkeime) gebunden vorkommt, 
so hat in den getéteten Pflanzen zuerst eine enzymatische Spaltung 
dieser Verbindungen statt, und dann erst tritt Oxydation des frei ge- 
wordenen Chromogens ein. Bei dieser Versuchsanordnung werden 
in einigen von Molisch bezeichneten Fallen schéne Pigmente er- 
zielt, so bei Indigopflanzen, die eine blaue Farbung annehmen, 
welche besonders schén nach Extraktion des Chlorophylls durch 
Alkohol hervortritt; Blatter von Aloe soccotrina’) werden 
durch Oxydation des Aloins rot; auch bei Schenkia Blume- 
naviana’) tritt eine schéne Rotfarbung ein. 

Da bei der Mehrzahl der Chromogene die Zwischenstufen 
der Oxydation, welche rote oder blaue Pigmente bilden, rasch 
einer weiteren Oxydation zu schwarzbraunen Pigmenten unter- 
liegen, so ist in Chloroformdimpfen, wie es Fri. Junitzky*) 
gezeigt hat, fast stets die baldige Bildung schwarzbrauner Pig- 
mente zu beobachten. Bringt man einen Zweig von Prunus 


Padus mit jungen griinen Friichten in Chloroformdémpfe, so 


werden sowohl Blatter wie Friichte rasch braun, und unter der 
Glasglocke sammeln sich groBe Mengen durch Zerspaltung von 
Amygdalin entstandener Blausiure an. 

Zum Nachweis des Dipsacotins, des blauen Pigments der 
Dipsaceae, wurden von T. Tammes*) lebende Blatter in feuchte 
Luft gebracht oder zur Vermeidung des Austrocknens mit 
Filtrierpapier umwickelt und erhéhter Temperatur ausgesetzt. 
Bei 40° beginnt eine bedeutende Pigmentbildung, die bei 60° 
stark zunimmt. Da dieses Pigment in jungen Pflanzenteilen 
in groBen Mengen vorkommt, muB es auch den Atmungs- 
pigmenten beigezihlt werden. In T. Tammes Versuchen wurde 


1) H. Molisch, Milchsaft und Schleimsaft der Pflanzen 1901, S. 105. 

2) H. Molisch, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1901, 149. 

3) Nicht verdéffentlichte Versuche. 

4) Tine Tammes, Dipsacan und Dipsacotin, ein neues Chromogen 
und ein neuer Farbstoff der Dipsaceae. Recueil des Travaux botaniques 
Néerlandais 5, 1908. 
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durch hohe Temperatur die Zerspaltung des Glykosids Dipsacan 
beschleunigt, und die Oxydationsprozesse erfuhren gegeniiber den 
Reduktionsprozessen eine Steigerung. 

AuBer den beschriebenen Verfahren benutzte ich zum raschen 
Nachweis von Chromogen noch folgendes. Die zu untersuchende 
Pflanze oder deren Teile werden zerkleinert, mit destilliertem 
Wasser versetzt und aufgekocht. Im Filtrat ist die Oxydase 
entweder zerstért oder doch stark geschwacht, man erhilt des- 
halb eine vollkommen oder beinahe farblose Chromogenlésung. 
Da bei vielen Pflanzen schon bei der Zerkleinerung Oxydation 
des Chromogens eintritt, so ist man gew6hnlich gendtigt, ziem- 
lich groBe Stiicke nicht auf einmal, sondern nach und nach, 
um ein bedeutenderes Sinken der Temperatur zu vermeiden, in 
siedendes destilliertes Wasser zu werfen. Die gekochten Pflanzen 
werden dann zerkleinert. Blo auf diese Weise gelingt es, bei vielen 
Pflanzen zu fast farblosen Chromogenlésungen zu gelangen. Zur 
Oxydation des erhaltenen Chromogens gab ich eine geringe 
Menge nach Chodat und Bach’) gewonnener Meerrettichperoxy- 
dase und einige Tropfen schwacher (0,5 bis 1°/,) Wasserstoff- 
superoxydlésung hinzu. Ist Chromogen in Lésung, so tritt bald 
Farbung ein. Meist ist sie rot (14. Ruber oder 13. Pur- 
pureus)*) und geht rasch in Dunkelbraun (19. Latericius oder 
20. Badius) iiber. Seltener ist lila oder violette Farbung (49. 
Lividus, 12. Atropurpureus oder 6. Fumosus) zu _beobachten, 
die dann auch in Rot und spater in Dunkelbraun iibergeht. Zu- 
gabe von 1 bis 3 Tropfen schwacher Essigsiure begiinstigt das 
Erscheinen der roten Farbung; Uberschu8 von Saure wirkt 
schiidlich.*). Durch Zusatz von Soda wird die Reaktion stark 
stimuliert: es tritt gleich dunkelbraune Fiarbung auf. Zum 
Nachweis von Chromogen in héheren Pilzen hat man sich der 
Tyrosinase statt der Peroxydase zu bedienen, wie das Bour- 
quelot und Bertrand*) gezeigt haben. 


1) Chodat et Bach, Archives des sciences physiques et naturelles, 
Genéve 1904. 

2) P. A. Saccardo, Chromotaxia seu nomenclator colorum. Editio 
altera Patavii 1894. 

3) G. Bertrand, Compt. rend. 145, 340. Annal. de I’Inst. Pasteur 
21, 673, 1907. 

*) Bourquelotet G. Bertrand, Journal de pharm. et de chimie (6) 3, 
177, 1896. Bulletin de la société mycol. de France 1896, 18, 27. Bour- 
quelot, ebenda 1897, 65. Compt. rend. de la société de biologie 1896, 84. 
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Mit Hilfe von Peroxydase wurden von mir bisher Atmungs- 
chromogene in folgenden Pflanzen gefunden: 

Kryptogamen: Marchantia polymorpha, Mnium sp., Poly- 
podium nervifolium, P. leiorhizon, Asplenium viviparum, A. nidus, 
Salvinia auriculata, Selaginella Martensii. 

Gymnospermen: Abies nordmanniana, Araucaria brasi- 
liensis, Biota orientalis, Cycas revoluta, Picea alba, Thuja occi- 
dentalis. 


Monokotylen: Allium Cepa, Aloe arborescens, A. socco- 
trina Canna sp., Cymbidium aloefolium, Phoenix reclinata, Scilla 
cernua. 

Getrenntblumenblattrige Dikotylen: Aconitum vul- 
paria, Brassica oleracea, Cinnamomum Reinwardii, Euphorbia 
Gerardiana, Helleborus viridis, Heracleum sibiricum, Kochia 
trichophila, Levisticum officinale, Paeonia chinensis, Pisum sati- 
vum, Populus suaveoleus, P. tremula, Pyrus Malus, Raphanus 
sativus, Rheum palmatum, Rumex Patientia, Saxifraga orbi- 
culata, Schenkia Blumenaviana, Thea Bohea, Vicia Faba. 


Verwachsenblumenblattrige Dikotylen: Cynara Sco- 


lymus, Dahlia variabilis, Hyosciamus orientalis, Scorzonera hi- 
spanica, Serratula tinctoria, Tanacetum vulgare. 

AuBer in den aufgefiihrten lebenden Pflanzen, habe ich 
auch in folgenden, von einer Drogenhandlung bezogenen ge- 
trockneten Pflanzen Chromogene gefunden: Cortex Chinae ruber, 
C. piscidiae, C. salicis; Flores Altheae, Fl. Lamii albi, Fl. Tiliae, 
Fl. Viburni Opuli; Folia Fraxini, F. Juglandis regiae, F. Pat- 
schouli; Herba Belladonnae, H. Ephedrae, H. Equiseti majoris, 
H. Ledi palustris, H. Polygoni avicularis, H. Uvae Ursi, H. Vi- 
burni; Radix Asari, R. Filicis maris, R. Jalapae. 

Famintzin’) fand ein Chromogen in den Samen von 
Helianthus ammus. Zu den Atmungschromogenen sind die- 
jenigen zu zihlen, die Molisch*) fand in Lathraea Squammaria, 
Rhinanthus crista galli, Melampyrum nemorosum, M. silvaticum, 
Bartia alpina, Euphrasia officinalis, Utricularia vulgaris, Galium 
Mollugo und Monotropa Hypopytis. Hierher sind auch die 


1) A. Famintzin, Mémoiren der St. Petersburger Akad. 1893. 
2) H. Molisch, Sitzungsberichte der Wiener Akad., Abt. I, 102, 
289, 1893. 
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Pigmente hoherer Pilze') und der Flechten*) zu _ zihlen. 
A. Hansen hielt, wie erwahnt, die Nebenpigmente der Meeres- 
algen fiir Atmungspigmente. Das findet seine Bestitigung in 
den Untersuchungen H. Molischs*) tiber Braunalgen. M. hat 
gezeigt, daS8 in lebenden Algen kein Phykophiin vorkommt, 
und da8 es erst nach dem Tode der Zellen aus dem Chromogen 
gebildet wird. Das Entstehen von Phykophiin auch nach dem 
Kochen spricht nicht gegen eine Teilnahme einer Oxydase bei 
seiner Bildung, da Oxydasen nicht immer durch Siedehitze zer- 
stért werden. Es ist anzunehmen, daf das Phiocyan Molischs 
bloB eine Zwischenstufe der Oxydation ein und desselben Chro- 
mogens bildet. 

Alle angefiihrten Tatsachen zeigen, daB 

14. die Atmungschromogene in den Pflanzen sehr 
weit verbreitet sind. 

Besonders reich an ihnen sind energisch atmende Organe: 
Bliiten und junge Sprosse. Doch auch Speicherorgane sind reich 
daran. 

Die aus den Chromogenen entstehenden Pigmente lassen sich 
leicht wieder zu Chromogenen reduzieren, worauf schon Reinke*) 
hinwies. Es wurden z. B. Weizenkeime einer zweimonatigen Auto- 
lyse bei Luftzutritt in Chloroformwasser unterworfen und _ fil- 
triert ; das dunkelbraune Filtrat wurde durch Ammoniumsulfit und 
schweflige Saure teilweise reduziert; besonders rasch verlief aber 
die Reduktion mit Zinkstaub in Gegenwart von Essigsaéure, wo- 
bei eine strohgelbe Lésung erhalten wurde, deren Oberfliche 
sich an der Luft wieder braunte. Um zu entscheiden, ob in 
diesem Falle ein Autoxydator im Sinne Reinkes vorliegt, d. h. 
ein den Sauerstoff der Luft selbstandig absorbierender Kérper, 
wurde ein Teil des dunklen Filtrates aufgekocht und vom ent- 
standenen EiweiBniederschlag abfiltriert. Das gekochte Pigment 
zeigte gegeniiber Ammoniumsulfit, schwefliger Saiure und Zink- 
staub mit Essigséure das gleiche Verhalten wie das ungekochte 
mit dem wesentlichen Unterschied, dab die gekochte und durch 
H in statu nascendi entfairbte Lésung, an der Luft nicht wieder 


1) J. Zellner, Chemie der héheren Pilze, 1907. 

2) Czapek, Biochemie d. Pflanzen 2, 501, 1905. 

8) H. Molisch, Botan. Zeitg. 1, 131, 1905. 

4) Reinke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 270, 1882. 
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oxydiert wurde. Oxydation trat erst nach Zusatz von Meerettich- 
peroxydase und Wasserstofisuperoxyd ein, dabei wurde die Lésung 
rot; ein Schwarzwerden war nicht zu beobachten. Das gleiche 
gilt auch fiir Atmungschromogene anderer Pflanzen, wobei je- 
doch ein Unterschied nach zwei Richtungen hin zu bemerken 
ist. Bei einigen Pflanzen geniigt kurzdauerndes Kochen, um 
ihre Oxydase untiitig zu machen, bei anderen bleibt auch nach 
dem Kochen ein Teil der Oxydase tatig, und ihr Chromogen 
wird deshalb ohne Zusatz von Peroxydase an der Luft langsam 
oxydiert; Zusatz von Peroxydase beschleunigt die Oxydation 
stark. Es gibt aber auch Pflanzen, bei denen umgekehrt auch 
Zusatz von Peroxydase nach dem Kochen zu keiner Pigment- 
bildung verhilft, was darin seine Erklarung findet, daB die Oxy- 
dasen verschiedener Pflanzen verschieden sind. So werden durch 
Meerettichperoxydase die Chromogene der Kartoffelknollen, der 
weiBen Zuckerriibe und des Agaricus campestris nicht oxy- 
diert. Zur Oxydation der Chromogene der Pilze bedarf es der 
Tyrosinase. Das Chromogen der Weizenkeime wird nur durch 
eigene Oxydase gut, durch Meerettichperoxydase bedeutend 
schwicher oxydiert. Manchmal gelingt der Nachweis von Chro- 
mogen in gekochten pflanzlichen Extrakten durch Peroxydase 
und Wasserstoffsuperoxyd nicht, weil das Chromogen dieser 
Pflanzen nicht in freiem Zustand, sondern fast auschlieBlich in 
gebundenem, z. B. als Glukosid, auftritt. In diesen Fallen mu 
das Glykosid zuerst, sei es durch vorhergehende Autolyse, sei 
es durch Einwirkung von Emulsin gespalten werden. 


15. Die Atmungschromogene werden nicht unmittel- 
bar durch den Sauerstoff der Luft oxydiert. Zu ihrer 
Oxydation bedarf es einer Oxydase, die zur Oxydation 
des betr. Chromogens befahigt ist. 


Die Atmungspigmente kénnen nicht nur durch chemische 
Reagenzien, sondern auch durch die Pflanzen selbst reduziert 
werden. So wird das dunkelbraune Pigment der Weizenkeime 
durch sie wieder reduziert. Zu diesem Zwecke werden Weizen- 
keime in Wasser aufgeweicht und in groBe Reagensgliser ge- 
bracht, darauf wird braunes Pigment zugegossen, das Ganze 
mit Chloroform versetzt und das Reagensglas so mit einem 
Kautschukpfropfen verschlossen, daB8 keine Luft darin bleibt. 


ee 
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Nach einigen Tagen haben die Weizenkeime dem Pigmente den 
Sauerstoff entzogen und es entfarbt. 

Die Leichtigkeit, mit der die Atmungspigmente ihren Sauer- 
stoff abgeben, kann als Erklarung dafiir dienen, daB sie sich 
in der lebenden Pflanze gewdhnlich nicht ansammeln. Die Re- 
aktionen der Pigmentbildung sind also umkehrbar, d. h. das 
entstandene Pigment wird in der lebenden Zelle, indem es seinen 
Sauerstoff einem anderen K6rper abgibt, gleich wieder reduziert 
und deshalb nicht angesammelt. 

16. Die in den Pflanzen gebildeten Atmungspig- 
mente werden gewodhnlich gleich wieder zu farblosen 
Chromogenen reduziert. 

Die Reduktion der Pigmente verliuft mit Hilfe besonderer 
Enzym-Reduktasen. Das Vorkommen von solchen in tierischen 
Geweben erscheint nach den Arbeiten Paul Ehrlichs’) 
und anderer Forscher als feststehende Tatsache. Die Reduk- 
tasen der Pflanzen fanden wenig Beachtung. Nur der redu- 
zierenden Arbeit der Bakterien sind ziemlich zahlreiche Unter- 
suchungen gewidmet worden.*) M. Hahn*) und dann Griiss*) 
haben die Gegenwart von Reduktase in der Hefe°) nachgewiesen. 
Zum Nachweis von Reduktasen bediente ich mich verschiedener 
Stoffe, die ihren Sauerstoff leicht abgeben,*) wie Methylenblau, 
Alizarinblau 8., Indigotin, Indigocarmin, Azolithmin, Haima- 
toxylin in alkalischer Lésung, Alkannin, essigsaures Rosanilin, 
selenigsaures Natrium. Alle diese Stoffe gaben bei Sauerstoff- 
abschlu8 ihren Sauerstoff an Weizenkeime ab. 

Wenn in den Pflanzen die Oxydationsprozesse von Re- 


1) Paul Ehrlich, Das Sauerstoffbediirfnis des Organismus. Eine 
farbenanalytische Studie. 1885. 

*) Beijerinck, Archives Néerlandaises, II série, 9, 131, 1904. 

3) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 
1903, S. 341. 

*) Griiss, Zeitschr. f. d. gesamt. Brauwesen 27, 1904. — Ber. d. 
Deutsch. botan. Ges. 1908, 191. 

5) Griiss (Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1908, 627) spricht sich 
gegen die Anwendung der Bezeichnung Reduktasen auf Hefe aus und 
besteht auf der Bezeichnung Hydrogenase; er vergiBt aber, daB Hydro- 
genase, wenn eine solche iiberhaupt selbstaindig existiert, nur einen be- 
sonderen Fall der Reduktasen bildet. 

6) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 207, 1908. 
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duktionsprozessen tiberwogen werden, tritt stets durch Ansamm- 
lung der Atmungspigmente Firbung ein. Das ist z. B. im 
Friihjahr zu beobachten; die jungen Sprossen sehr zahlreicher 
Pflanzen zeigen rote oder violette Farbung. Diese Sprosse 
atmen sehr energisch, und deshalb haben ihre Pigmente nicht 
die Zeit, reduziert zu werden; das Licht férdert die Ansammlung 
von Pigmenten. Die Farbung der Blumenblatter ist auch das 
Resultat von Oxydationsprozessen; junge Blumenblatter ent- 
halten bloB Chromogene. Buscalioni und Pollacci’) halten 
die Bildung von Anthocyan fiir ein Resultat der Oxydasen- 
wirkung. Das Pigment der Trauben bildet sich aus dem 
Chromogen unter Mitwirkung eines oxydierenden Enzyms.*) 

Auch beim Absterben der Pflanzen ist Ansammlung von 
Atmungspigmenten zu beobachten. So wird im Herbste unsere 
Vegetation durch rote Pigmente bunt gefarbt. Marcel Mirande’*) 
beobachtete die Bildung von rotem Pigment an Blittern, deren 
Parenchym von verschiedenen Insekten durchbohrt war; lings 
der Giinge hatte die energische Arbeit der Oxydasen der ver- 
wundeten Zellen zur Pigmentbildung gefiilrt.*) 

Die Oxydation der Atmungschromogene durch die Wirkung 
des Sonnenlichtes zu den verschiedenartig gefarbten Pigmenten 
gibt Anhaltspunkte fiir die Orientierung der kiinftigen Unter- 
suchungen betrefis des Einflusses des Lichtes auf die Atmung 
der Pflanzen. Die Rolle des Lichtes bei den biochemischen 
Prozessen des Pflanzenlebens beschrinkt sich durchaus nicht 
einzig und allein auf die Kohlenstoffassimilation. Auf Grund 
der Untersuchungen von Ciamician, besonders aber der 
interessanten Arbeiten von C. Neuberg’) ist die Voraussetzung 
wohl berechtigt, daB die Abhingigkeit des Wachstums vom 
Lichte auf eine durch Lichtwirkung hervorgerufene Verainderung 


1) L. Buscalioni, G. Polacci, Atti dell’ Instituto botanico di 
Pavia 8, 135, 1904. 

2) Ph. Malkezin, Compt. rend. 147, 384, 1908. 

3) Marcel Mirande, Compt. rend. 145, 1300, 1907. 

4) Nach einer persénlichen Mitteilung W. Trauzschels sind durch 
Rostpilze verwundete Stellen bei Reprasentanten der Dipsaceae blau. 
Nach den Untersuchungen von T. Tammes ist Dipsacotin blau. 

5) C. Neuberg, Diese Zeitschr. 13, 315, 1908. 
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der intracellularen chemischen Reaktionen zuriickzufiihren ist.*) 
Neuberg sagt zutreffend: ,,Diese schnell verlaufenden 
Lichtwirkungen sind im Gegensatz zu den langsam, iiber Jahr 
und Tag sich vollziehenden und deshalb physiologisch wenig 
bedeutungsvollen wohl imstande, ein Verstandnis der beim 
Heliotropismus und beim Phototropismus sich abspielenden 
chemischen Vorgainge anzubahnen und vielleicht einen Einblick 
in den Chemismus der allgemeinen Wirkung des Sonnenlichtes 
auf den pflanzlichen und tierischen Organismus zu verstatten.*‘‘ 

Die chemische Natur der Atmungschromogene ist sehr ver- 
schieden, doch sind es, wie es scheint, ausschlieBlich aromatische 
Verbindungen. Das folgt einmal aus den Untersuchungen Ber- 
trands, die gezeigt haben, daB die Oxydasen nur zur Oxydation 
aromatischer Verbindungen von bestimmtem Bau befahigt sind, 
dann auch aus der Kenntnis einzelner Pigmente. Eine sehr 
groBe Anzahl Atmungspigmente gehért zu den Derivaten der 
Gerbsiuren. Letztere zeichnen sich durch leichte Oxydierbarkeit 
aus und gehen beim Verdampfen pflanzlicher Extrakte, besonders 
in Gegenwart von Siure, leicht in gefirbte Phlobaphene iiber. *) 
Die Mehrzahl der ihrer Zusammensetzung nach sehr verschie- 
denen aus Pflanzen extrahierten Farben sind wahrscheinlich 
den Atmungspigmenten beizuzihlen und in den Pflanzen als 
Chromogene vertreten. In griinen Friichten von Juglans regia 
ist ein Chromogen (Juglon) gefunden worden, das ein Naphthalin- 
derivat darstellt. Tyrosin wird durch Tyrosinase im Reagens- 
glas oxydiert; ob es auch in den Pflanzen das Chromogen vor- 
stellt, auf welches von der Tyrosinase Sauerstoff iibertragen 
wird, ist unbekannt. Der gegenwirtig verbreiteten Meinung, 
da8 das Schwarzwerden von Pflanzensaft auf der Oxydation 
von Tyrosin beruht, ist E. Schulze*) entgegengetreten. Im 


1) Auch anderweitige Wachstumsprozesse der Pflanzen (z. B. Geo- 
tropismus) sind nicht als rein physikalische Erscheinungen aufzufassen: 
Wachstumsprozesse sind vielmehr hauptsichlich chemische Prozesse: 
Zugunsten dieser Anschauung sprechen auch die Untersuchungen von 
Czapek. 

2) Stahelin und Hofstetter, Annal. d. Chem. u. Pharm. 51, 
63, 1844. Das Phlobaphen der Kieferrinde hat nach ihren Ermittelungen 
die Zusammensetzung C = 62,78°/,), H = 4,30°/,, O = 32,92°/,, was der 
Formel C,,H,,0, entspricht. 

3) E. Schulze, Zeitschr: f. physiol. Chem. 50, 508, 1907. 
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Safte der Zuckerriibe, welcher Tyrosinase enthalt, konnte er 
weder Tyrosin noch Homogentisinsiure finden. Untersuchungen 
von Chodat und Staub’) und dann von Staub iiber die 
Wirkung von Tyrosinase auf verschiedene Abbauprodukte von 
EiweiBkorpern, auf einige Polypeptide und auch auf einige 
einfache aromatische Verbindungen haben gezeigt, da8 ihre 
oxydierenden Fahigkeiten ziemlich umfangreich sind; selbst 
Kresole werden von ihr oxydiert. 

Die Mehrzahl der Glykoside gibt auch Material zur Bildung 
von Atmungschromogenen ab. Hierfiir spricht der Umstand, daB 
die Mehrzahl der Glukoside*) Verbindungen verschiedener Zucker- 
arten mit aromatischen Verbindungen darstellt. So zerfallt z. B. 
Arbutin in Glykose und Hydrochinon.*) 

Aus den vorhandenen Tatsachen folgt also: 

17. Die Atmungschromogene gehéren zu den aro- 
matischen Verbindungen. 

Es entsteht die weitere Frage, wie die Atmungschromogene 
in den Pflanzen gebildet werden. Das ist ein Spezialfall der 
allgemeineren Frage, wie in den Pflanzen aromatische Verbin- 
dungen iiberhaupt gebildet werden. Die Synthese organischer 
Stoffe aus anorganischen verlauft im Chlorophyllkorn nach der 
Gleichung: CO, +- H,O —CH,0-+-0,. Als erstes Assimilations- 
produkt erscheint Formaldehyd und ferner als Produkt dessen 
Polymerisation-Glucose, beides der aliphatischen Reihe angehérige 
Verbindungen. Die im Chlorophyllkorn gebildete Glucose gibt 
dann die Muttersubstanz ab, aus der die verschiedenen pflanz- 
lichen Stoffe gebildet werden, sowohl aliphatische als aromatische. 
Den Physiologen fallt die Lésung der Frage zu, unter welchen 
Bedingungen d-Glucose 


1) Chodat et Staub, Archives des sciences physiques et na- 
turelles (4) 23, 1907; 24, 1907. — Staub, Bulletin de |’Herbier Boissier, 
2. série, 8, Nr. 1, 1908. — S. auch: Abderhalden und Guggenheim, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 331, 1908. — Bertrand, Compt. rend. 
145, 1352, 1907; 141, 304, 1908. 

2) van Rijn, Die Glykoside, 1900. 

3) Es ist interessant, daB die arbutinhaltigen Ericaceae auch 
Chinasaure enthalten, die bei Oxydation Hydrochinon liefert: 


(Czapek, Biochem. d. Pflanzen 2, 594). 
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OH OH H OH OH H,OH 
c—C—C—C—C—C, 
H OH H H 
ein Koérper mit kettenférmiger Bindung der Bestandteile, in 
einen geschlossenen Ring iibergeht und irgend ein Benzol- 
derivat liefert: 
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Oben habe ich schon auf Liebigs Vergleich der Garungs- 
vorgange mit den Vorgiaingen der trocknen Destillation des 
Holzes aufmerksam gemacht. In beiden Fallen haben wir es 
nicht nur mit primiren Vorgingen des Zerfalls, sondern auch 
mit sekundaren synthetischen Vorgingen zu tun. Als Produkte 
der trocknen Destillation von Holz') werden folgende Stoffe an- 
gegeben: Ameisen-, Essig-, Propion-, Butter-, Baldrian-, Capron-, 
Croton-, Angelicasiure, Aceton, Methy!- und Amylalkohol, Benzol, 
Toluol, Xylol, Naphthalin, Paraffin, Phenol, Kresol, Brenzkate- 
chin, Pyrogallol u. a., auch folgende Gase: Kohlendioxyd, Kohlen- 
oxyd, Wasserstoff, Methan, Acetylen, Athylen, Propylen, Butylen. 
Bei den Coniferen kommt dazu noch Terpentin. Es findet 
sich also unter den Produkten der trocknen Destillation eine 
ganze Reihe aromatischer Verbindungen. Da jedoch die Méglich- 
keit vorliegt, da sie, wenigstens zum Teil, in dem Holze vor- 
handen waren, so mu8 man die Produkte in Betracht ziehen, 
die bei der trocknen Desiillation (oder analogen Prozessen) 
einzelner Kohlenhydrate erhalten werden. Leider ist in dieser 
Richtung noch wenig getan. Glucose gibt bei der trocknen 
Destillation Ameisen- und Essigsiure, Aldehyd, Aceton, Methyl- 


furan, Furan und Furol.*) Beim Erhitzen einer wiasserigen 
Glucoselésung. im zugeschmolzenen Rohre auf 200° entsteht 
Brenzkatechin.*) Saccharose gibt bei der trocknen Destillation 


1) P. Dumesny et J. Nager, L’industrie chimique des bois. Paris. 

2) E. von Lippmann, Die Chemie der Zuckerarten. 3, Aufl. 
Braunschweig 1904, S. 301. 

3) 1. c. 8. 305. 
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Furol und Benzaldehyd'); bei Destillation mit Atzkalk entsteht 
Benzol.*) Die gegenwartig vorhandenen, freilich sehr ungeniigen- 
den chemischen Tatsachen sprechen also dafiir, daB cyclische 
Verbindungen aus Kohlenhydraten unschwer zu erhalten sind. 
Obschon diese Frage fiir die Physiologie von hoher Bedeutung 
ist, scheint sie auch von dieser Seite her kaum erst in Angriff 
genommen zu sein. Das hier vorhandene unbedeutende Ma- 
terial befindet sich mit den Tatsachen der Chemie in voll- 
kommenem Einklang. 

Ein in Pflanzen weit verbreiteter aromatischer Kérper ist 
das Phloroglucin oder symmetrische Trioxybenzol C,H,(OH), 
(1. 3. 5). Waage*) untersuchte auf diesen Stoff hin sehr zahl- 
reiche Pflanzen und gab fiir seine Verbreitung in Samenpflanzen 
folgendes Schema: 

_/Gymnospermen, ziemlich phloroglucinreich 
Phanerogamen< _Monokotylen, phloroglucinarm 
\\ Angiospermen< Choripetalen, ziemlich 
™~ Dikotylen 4 [phloroglucinreich 
“Sympetalen, phloroglucin- 
[arm 

Nach der Meinung Waages kann aus Glucose durch Ab- 

spaltung dreier Wassermolekiile Triketohexamethylen 


CH, —CO—CH, — CO— CH, —CO 
) ) 


gebildet werden, dem nach Bayer das sekundire oder Pseudo- 
phloroglucin entspricht. Waage ist es gelungen, durch direkte 
Versuche in Blattern Bildung von symmetrischem Phloroglucin 
aus Glucose nachzuweisen. Zu diesem Zwecke legte er Blatt- 
halften mit angeschnittenem Mittelnerv im Dunkelraum teils 
auf Wasser, teils auf Glucoselésung; nach 6 Tagen waren die 
Blatter auf der Glucoselésung bedeutend reicher an Phloroglucin. 
Es wurde interessanterweise nicht in den Chlorophyllkérnern, 
sondern direkt im Zellsaft gebildet, dabei vorzugsweise an Stellen 
mit erhéhter Lebenstatigkeit. Durch diese Versuche ist also 
die Méglichkeit der Bildung von Trioxybenzolen (Phloroglucin, 
Pyrogallol) aus Glucose erwiesen. Ferner nimmt das Phloro- 


1) L. oc. S. 1206. 

2) 1. o, 8. 1215. 

3) Th. Waage, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 8, 250. 
Biochemische Zeitschrift Band 18. 13 
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glucin nach Waage die Elemente der Kohlensdure auf, und 
zwei Molekiile der entstandenen Phloroglucincarbonséure werden 
unter Ausscheidung von Wasser zur Diphloroglucincarbonsaure 
kondensiert, die dem Tannin isomer ist. 


C,H,H(OH), -+- CO, = C,H, (OH),COOH 
,(OH),COOH 
dele (OH), CH, 


2C,H,(OH), .COOH — H,O —C,H, 
‘CO - 

Auf diese Weise wird ein Zusammenhang zwischen dem 
Phloroglucin und den Gerbstoffen, und zwischen letzteren und 
der Glucose festgestellt. Er wird durch Versuche Biisgens') 
bestatigt, welcher zeigte, daB bei Kultur auf Glucose die Menge 
der Gerbstoffe in den Pflanzen zunimmt, und zwar nicht nur 
in den Blattern, sondern auch in jungen Organen. Waage 
halt Phloroglucin fiir ein Nebenprodukt, meint aber, daB aus 
ihm die Phlobaphene und Authocyane gebildet werden. 

Auf den genetischen Zusammenhang von Phloroglucin und 
Kohlenhydraten weisen Hazura und Benedikt*) hin: ,,Das 
Hexahydrotrichlorphloroglucin ist interessant dadurch, da es 
zu den Zuckerarten in naher Beziehung zu stehen scheint. 
Gelainge es, sein Chlor gegen Hydroxyle auszutauschen, so er- 
hielt man nach der Gleichung 

C,H,C1,0, +- 3H,0 = C,H,,0, +- 3HCl 
einen Kérper von der Formel des Traubenzuckers.‘ 

Die zwei anderen Trioxybenzole, das Pyrogallol (1. 2. 3) 
und das Oxyhydrochinon (1.2.4) kommen in Pflanzen nicht vor. 

Die in Pflanzen weit verbreiteten Gerbstoffe kann man 
nicht bloB deshalb fiir Nebenprodukte halten, weil sie sich oft 
in abgestorbenen Zellen angesammelt finden (Rinde). Auch in 
jungen wachsenden Organen werden Stoffe mit den Eigen- 
schaften von Gerbstoffen angesammelt,”) die also an wichtigen 
physiologischen Prozessen teilnehmen; nach Biisgen und an- 
deren Forschern werden sie aus Kohlenhydraten gebildet. Es 
ist zu bemerken, daB weder zur Bildung von Phloroglucin noch 


1) Biisgen, Chem. Centralbl. 1890, I. Halfte, S. 397; 1894, I. Halfte, 
S. 284. 

2) Hazura und Benedikt, Monatsh. f. Chem. 6, 702, 1885. 

3) P. Rulf, Zeitschr. f. Naturwissensch. 57, 40, 1884, zit. nach: 
Botan. Centralbl. 20, 1884. 
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zur Bildung von Gerbstoffen Licht benétigt wird; sie erscheinen 
also nicht als unmittelbare Produkte der Kohlenstoffassimilation, 
obschon ihre Bildung durch Licht stimuliert werden kann. Ihre 
Bildung aus Kohlenhydraten kann entweder iiber das Phloro- 
glucin verlaufen, wie von Waage und Tschirch’) angenommen 
wird, oder, nach der Meinung Nickels”), auch iiber die iibrigen 
unsymmetrischen Trioxybenzole. 

Auch die Terpene der Pflanzen vermitteln den Ubergang 
von den Kohlenhydraten zu aromatischen Verbindungen. Wie 
leicht der Ubergang aliphatischer Verbindungen in aromatische 
in der pflanzlichen Zelle verlauft, zeigen Untersuchungen von 
Hans und Astrid Euler iiber den Wachsiiberzug der Blatter 
von Alnus glutinosa. ,,Von allgemeinem Interesse scheint 
uns die Beziehung, welche zwischen diesen aller Wahrscheinlich- 
keit nach cyclischen Stoffen des Blattiiberzuges und den in 
gleicher Weise auftretenden, sicher aliphatischen Wachsalkoholen 
besteht. Man diirfte berechtigt sein, hier Ubergainge anzunehmen, 
welche mit denjenigen zwischen aliphatischen Terpenalkoholen 
und cyclischen Terpenen vergleichbar sind.‘‘*) 

Durch zahlreiche Untersuchungen Tschirchs*) und dessen 
Mitarbeiter wird die Bildung pflanzlicher Harze auf Kosten von 
Kohlenhydraten aufgedeckt. 

Als Zwischenprodukt zwischen Kohlenhydraten und aro- 
matischen Verbindungen tritt in Pflanzen wie in Tieren Inosit 
auf, dessen weite Verbreitung®) fiir seine groBe Bedeutung in 
der Chemie der Zelle spricht; dazu kommt er vorzugsweise in 
jungen wachsenden Organen vor.*) Fiir seine Bedeutung als 
Zwischenprodukt spricht der Umstand, daB er stets in geringen 
Mengen vorkommt und manchmal bei Autolyse’) auftreten soll. 
Neuberg’) erhielt bei trockner Destillation von Inosit Furfurol ; 


1) Tschirch, Pringsheims Jahrb. f. wissensch. Botan. 25, 370, 1893. 

2) E. Nickel, Botan. Centralbl. 45, 394, 1891. 

3) Hansu. Astrid Euler, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4760, 1907. 

4) A. Tschirch, Die Harze und die Harzbehilter, II. Aufl., Leipzig 
1906; Die Chemie und Biologie der pflanzlichen Sekrete, Leipzig 1908. 

5) E. von Lippmann, Die Chemie der Zuckerarten, 3. Aufl.,S. 1025. 
— Czapek, Biochemie der Pflanzen. 

6) Starkenstein, Biochem. Centralbl. 7, 817, 1908. 

7) Rosenberger, Biochem. Centralbl. 7, 817, 1908. 

8) Neuberg, diese Zeitschr. 9, 551, 1908. 

13* 
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dadurch werden nahe Beziehungen zur Glucose festgestellt, die 
unter gleichen Bedingungen ebenfalls Furfurol liefert. Als 
Reservestoff ist Inosit in dem von mir’) entdeckten Phytin 
enthalten. Ich bot E.Schulze an, den von mir gefundenen 
Kérper zu untersuchen, und in seinem Laboratorium fand 
Winterstein*) in ihm Inosit. Untersuchungen von C. Neu- 
berg*) und N. Suzuki, K. Joshimura und M. Takaishi*‘) 
haben die Auffassung des Phytins als Inositphosphorséureester 
begriindet. 

DaB8 Kohlenhydrate zur Bildung von Chlorophyll notwendig 
sind, ist von mir®) gezeigt worden. In den Blattern mancher 
etiolierter Pflanzen (Vicia, Lupinus) sind fast gar keine Kohlen- 
hydrate enthalten und, von den Pflanzen getrennt, ergriinen sie 
nur auf Kohlenhydratlésungen. 

Alle iiber Bildung cyleischer Verbindungen in Pflanzen 
angestellten Versuche zeigen also: 

18. Als erstes Produkt der Kohlenstoffassimilation 
gibt Glucose die Muttersubstanz zur Bildung aroma- 
tischer Verbindungen in der Pflanze ab. Sowohl bei 
der trocknen Destillation, als auch in der Zelle ent- 
steht aus Glucose der Benzolring. 

Es beruht natiirlich nicht auf Zufall, daB Glucose wie 
Benzol 6 Kohlenstoffatome enthalt. 

Fassen wir nun speziell die Atmungschromogene ins Auge, 
so sehen wir auch sie aus Kohlenhydraten entstehen. Die Bildung 
roter Pigmente bei Fiitterung von Blattern mit Kohlenhydraten 
bildet den Gegenstand der umfangreichen Untersuchungen Over- 
tons*), der bei einer sehr groBen Anzahl Pflanzen diese Er- 
scheinung beobachten konnte. Meine’) Untersuchungen iber 


1) W. Palladin, Zeitschr. f. Biol., N. F. 13, 191, 1895. 

2) E. Winterstein, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 30, 2299, 1897. — 
E. Schulze und E. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 91. 

8) C. Neuberg und B. Brahn, Diese Zeitschr. 5, 443, 1907. — 
C. Neuberg, Diese Zeitschr. 9, 557, 1908. 

4) N. Suzuki, K. Joshimura und M. Takaisti, Bull. of the 
College of Agriculture, Tokyo, 7, 503, 1907. 

5) W. Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1891, 229; 1902, 224; 
Revue générale de botanique 1897, 385. 

6) E.Overton, Pringsheims Jahrb. f. wissensch. Botan. 38, 171, 1898. 

7) W. Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1898, 389. 
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die Bildung von Atmungschromogenen an jungen Blattern von 
Rumex patientia im Fiihjahr haben gezeigt, daS durch 
Saccharosefiitterung die Menge des Chromogens stark gesteigert 
wird. Das Pigment der Portion auf Saccharoselésung entsprach 
Saccardos 19. Latericius, waihrend das Pigment der Portion 
auf Wasser etwa 21. Aurantiacus war. Ersteres muBte etwa 
dreimal verdiinnt werden, um die Farbe des letzteren zu erhalten. 

Der gleiche Versuch, an etiolierten Vicia Faba-Blattern 
(englische purpurrote) angestellt, hat auf den ersten Blick ab- 
weichende Resultate ergeben. Die Blatter werden in 12 Por- 
tionen & 8g geteilt und davon 11 in flachen Schalen mit ver- 
schiedenen Nahrlésungen in den Dunkelraum (auBer einer bei 
Tageslicht belassenen) gestellt; die zwélfte mit 150 ccm kochen- 
den Wassers begossen und aufgekocht, wonach die Blatter im 
Morser zerrieben, mit dem von ihnen abgegossenen Wasser 
vermengt, nochmals aufgekocht und filtriert wurden. Zu einem 
bestimmten Quantum des Filtrats wurde Peroxydase und Wasser- 
stoffsuperoxyd zwecks Oxydation des Chromogens zum Pigment 
gegeben. Die iibrigen Portionen wurden nach 3 Tagen in gleicher 
Weise verarbeitet. 

Wie bekannt, werden etiolierte Vicia Faba-Blatter beim 
Absterben sehr leicht schwarz, was auf eine groBe Menge in 
ihnen enthaltenen Chromogens deutet. Ich war nun erstaunt, 
bei Behandlung der Kontrollportion mit Peroxydase aus Meer- 
rettich oder der Wassermelone (Citrullus vulgaris) verschwindende 
Mengen des Pigments zu erhalten. Aus etiolierten Sprossen 
von Vicia Faba bereitete Peroxydase, von der Guajacol sehr 
energisch oxydiert wurde, bewirkte auch nur unbedeutende 
Pigmentbildung (Murinus 3). Und die auf solchen Lésungen 
kultivierten Blater, von denen ich Férderung der Chromogen- 
bildung erwartete, ergaben im Gegenteil eine Verminderung. 
In absteigender Reihe war diese Verminderung bei Kulturen 
auf folgenden Nahrlésungen zu verzeichnen: 

1. Saccharose 10°/, -+-salzsaures Chinin 0,2°/,'); 2. Saccharose 


10°/, +- Himoglobin 1°/,; 3. Saccharose 10°/, -- Ammonium- 
phosphat 0,4°/,; 4. Saccharose 10°/,; 5. Saccharose 10°/, be- 


1) Chinin und Furfurol wurden am zweiten Tage zugesetzt, am 
ersten die Blatter auf Saccharose allein kultiviert. 
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leuchtet; 6. Saccharose 10°/, +- Furfurol 1°/,*); 7. Saccharose 
10°/, +-Phloroglucin 0,4°/,*). 

Die drei letztgenannten Kulturen ergaben nach Zugabe von 
Peroxydase und Wasserstofisuperoxyd beinahe farblose Lésungen. 

Eine geringe Zunahme an Chromogen war in folgenden, 
in aufsteigender Reihe angefiihrten Kulturen zu verzeichnen: 
1. Produkte der Autolyse von Mercurialis perennis-Blattern®*), 
2. Garungsprodukte (mit nachfolgender Autolyse) der Hefe*), 
3. Kultur auf Wasser und 4. auf Arbutin 3°/,. Letzteres 
wurde gespalten und zu Chinon oxydiert; das Filtrat der 
Blatter gab nach der Oxydation die fiir Chinon charakte- 
ristische braunrote Farbung (Latericius 19). Auf Grund dieses 
Versuches ist anzunehmen, daB das Chromogen sich in den 
etiolierten Vicia Faba-Blattern in gebundenem Zustande vor- 
findet. Bei Kultivierung auf Saccharose wird auch die geringe 
Menge freien Chromogens gebunden. Bei Kultivierung auf 
Wasser nimmt die Menge des freien Chromogens zu. 

Das gebundene Chromogen laBt sich in folgender Weise 
nachweisen. Weizenkeime®) wurden in diinner Schicht in flache 
Glasschalen geschiittet und mit folgenden Extrakten aus etiolierten 
Blattern begossen: 

1. Kontrollportion, 

2. Garungsprodukte der Hefe, 

3. Saccharose im Dunkelraum, 

4. Saccharose beleuchtet, 

5. Saccharose -+- Phloroglucin, 

6. Saccharose -}- Furfurol. 

Nach 24 Stunden waren die Weizenkeime (ausgenommen 


die untere Schicht) schwarz geworden, hatten also die chromogen- 
bindende Verbindung gespalten und das Chromogen oxydiert. 


1) Siehe FuBnote auf voriger Seite. 

2) Die Blatter dieser Portion hatten ein giinstigeres Aussehen als 
diejenigen der reinen Saccharosekultur. 

3) Mercurialis perennis-Blatter geben bei der Autolyse eine intensiv 
violett-rot gefirbte Lésung. 

4) PreBhefe wurde in groBer Menge in eine Saccharoselésung ge- 
geben, nach einigen Tagen Chloroform zugefiigt, das Ganze ca. 1 Monat 
lang der Autolyse unterworfen und das gekochte Filtrat davon zur 
Kultur verwendet. 

5) Von Maggi, Ziirich, Stadtmiihle bezogen. 
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Filtriert man die Lésung, bevor die Weizenkeime schwarz 
werden, von letzteren ab und setzt Wasserstofisuperoxyd hinzu, 
so erhalt man eine dunkelrote in Schwarz tibergehende Farbung. 
In der Kultur mit Furfurol war die Farbung schwacher. Die 
Weizenkeime enthalten also ein das gebundene Chromogen ab- 
spaltendes Enzym.') 

In einem zweiten Versuch wurden etiolierte Vicia Faba- 
Blatter in 9 Portionen 4 10 g geteilt, jede Portion mit 150 ccm 
chloroformhaltiger Lésung begossen und einer 10 tagigen Autolyse 
unter Sauerstoffabschlu8 unterworfen; danach filtriert, die 
Filtrate gekocht und auf Chromogen, wie oben, untersucht, 
wobei in absteigender Reihe folgende Resultate erzielt wurden: 

1. Bei der Autolyse in Wasser war die Chromogenmenge 
am gréBten; nach der Oxydation war die Lésung tintenschwarz. 
Durch die Autolyse war also das Chromogen in Freiheit gesetzt. 

2. Glycerin 10°/,. Eine bedeutend geringere Pigmentbildung 
(Olivaceus 39). 

3. Milechzucker 10°/,. Fast wie im vorhergehenden Falle. 

. Glykose 20°/,. Doppelt so hell wie die Glycerinportion (2). 

. Glycerin 40°/,. Fast ebenso. 

. Glykose 40°/,. Melleus 30. 

. Alte Giarungsprodukte der Hefe. Wie im _ vorher- 
gehenden Falle. 

8. Produkte einer weniger anhaltenden Hefegérung. Etwas 
heller als im vorhergehenden Falle. 

9. Produkte der trocknen Destillation von Glykose. Kein 
Pigment. Dieser Versuch zeigt, daB die Chromogenbildung bei 
der Autolyse durch Glukose, Glycerin, Milchzucker und Garungs- 
produkte der Hefe gehemmt wird.*) 

Weizenkeime wurden mit folgenden Extrakten dieses Ver- 
suches begossen: 

1. Garungsprodukte der Hefe, 

2. Glycerin 40°/,, 


1) Weizenkeime, nur mit Wasser begossen, geben nach 24 Stunden 
farblose Lésungen. 

2) Es ist interessant, daB in beiden Versuchen die Filtrate selbst, 
ungeachtet des Kochens, nach einigen Tagen dunkel wurden, die Oxydase 
also durch das Kochen nicht vollkommen zertért war. Je mehr freies 
Chromogen das Extrakt enthielt, desto intensiver fairbte es sich. 
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3. Produkte der trocknen Destillation (neutralisiert). Nach 
24 Stunden waren die Weizenkeime schwarz geworden. Nur 
im letzten Falle war eine geringere Menge Chromogen zu be- 
obachten. 

In Form welcher Verbindung ist nun das Chromogen in 
den etiolierten Blaittern enthalten? Etwa als Glykosid? 

Ein Teil der Extrakte (Versuch 2) wurde mit Emulsin 
versetzt und 2 Tage bei 34° gehalten; das hatte keine Ver- 
mehrung der Chromogenmenge zur Folge. Da aber nicht alle 
Glykoside durch Emulsin gespalten werden, so ist durch diesen 
Ausfall des Versuchs die glykosidische Natur des gebundenen 
Chromogens noch nicht in Abrede gestellt. Weitere Versuche 
sollen zur Aufkléarung seiner Natur angestellt werden. Zu- 
gunsten der glykosidischen Natur spricht die leichte Spaltbarkeit 
durch Weizenkeime, durch welche mehrere Glykoside leicht 
gespalten werden, so Arbutin unter Bildung von Hydrochinose, 
das dann zu Chinose oxydiert wird. Ich habe bereits den Ge- 
danken ausgesprochen, daB Glykoside das Material zur Bildung 
von Atmungschromogenen abgeben. 

19. Fiir die Verbindungen, in deren Form die 
gebundenen Chromogene in der Zelle erscheinen, 
schlage ich die Bezeichnung Prochromogene vor. 

Die Funktion der Chromogene im AtmungsprozeB kann 
noch nicht als vollkommen aufgeklart gelten. Wenn der Ver- 
lauf der Oxydationsvorginge schon in den einfachsten, zu Be- 
ginn dieses Kapitels angefiihrten Fallen als sehr kompliziert 
erscheint, so miissen wir im AtmungsprozeB eine noch gréBere 
Kompliziertheit erwarten. Analog den geschilderten Oxydations- 
prozessen fungieren die Chromogene entweder als Autoxydatoren 
oder als Acceptoren. Im letzteren Falle wiirden die Chromogene 
als Material zur Bildung zusammengesetzter Peroxyde (Oxy- 
genasen) dienen, die nach Chodat und Bach theoretisch an- 
zunehmen, uns aber noch nicht bekannt sind. 

SchlieBlich ist noch die dritte MutmaBung méglich, da8 
die aus Produkten der anaeroben Zerspaltung gebildeten Chro- 
mogene nicht nur Ubertriger von Sauerstoff waren, sondern 
zugleich auch selbst Brennmaterial abgiben. Inwieweit diese 
MutmaBung zutrifft, miissen weitere Forschungen zeigen. Bei 
dem gegenwartigen Stand unserer Kenntnisse miissen wir die 
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Chromogene entweder als Autoxydatoren oder als Acceptoren 
betrachten. 

Alle Atmungspigmente, ungeachtet ihres chemischen Cha- 
rakters, schlage ich vor, zu der einen Gruppe von Phyto- 
haématinen zu vereinigen, um auf ihre dem Hiamatin des 
Blutes gleiche physiologische Bedeutung hinzuweisen. Auf diese 
Weise wird die Einheit der Atmungsprozesse der Pflanzen und 
der Tiere betont. Bis jetzt ist die Meinung verbreitet, 
daB bei héheren Tieren das Hamochromogen des Hamoglobins 
den Sauerstoff der Luft unmittelbar aufnimmt und in 
Hamatin iibergeht. Nachdem im Blute Oxydasen aufgefunden 
sind, ist es wahrscheinlicher, daB sie als Ubertrager des Sauer- 
stoffs der Luft auf das Hamochromogen fungieren. So sagt 
Bredig: ,,Das Oxyhémoglobin spielt also bei den Oxydationen 
im Blutlauf nicht die Rolle des Sauerstoffkatalysators, sondern 
nur die des Sauerstoffspeichers, wie etwa das Wasserstoffsuper- 
oxyd bei der Oxydation des Indigos. Die eigentlichen Sauer- 
stoffiibertrager sind nach dem heutigen Stande der Forschung 
die neben dem Oxyhamoglobin vorhandenen Oxydationsfermente, 
welche im Stroma und in den Geweben enthalten sind, und 
welche dieselbe Rolle spielen wie das katalysierende Platin bei 
der Oxydation des Indigos‘‘.*) Den Pflanzen nach naher stehen 
die niederen Tiere.*) Ihr Blut ist farblos und farbt sich nur 
bei Luftzutritt, natiirlich durch Vermittelung von Oxydasen. 
Zudem sind die Pigmente ihres Blutes, wie bei Pflanzen, ver- 
schieden gefarbt und von verschiedener chemischer Zusammen- 
setzung. Wir sind deshalb meiner Meinung nach vollkommen 
berechtigt, den Zellsaft der Pflanzen seiner Funktion nach fiir 
das Blut der Pflanzen zu halten. 


Ein Schema der Pflanzenatmung kann auf Grund des gegen- 
wirtigen Standes der Forschung in folgender Form gegeben 
werden: 


1) Bredig, Anorganische Fermente, 1901, S. 87. 
2) von Fiirth, Vergleichende chemische Physiologie der niederen 
Tiere. Jena 1903. 
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Primare Prozesse: Sekundare Prozesse: 
Luftsauerstoff 


Anaerobe Enzyme 
(Zymase, Katalase u. a.) Atmungsoxydasen 


«— Reduktase —- Phytohimatine 
| 
Girungsprodukte + Peroxyde (H,O, oder Oxygenasen *) 
+» Atmungsprodukte (CO,, H,O) 

Bringt man die Oxydationsprozesse der Pflanzenatmung 
unter eines der zu Beginn des Kapitels angefiihrten Oxydations- 
schemata, so wird man mit folgenden Méglichkeiten rechnen 
miissen: 

1. Die Oxydation verliuft nach dem von Manchot fiir 
die Oxydation von Oxanthranol zu Anthrachinon gegebenen 


Schema: 
Oxanthranol -+- O, = Anthrachinon + H,0,. 


In diesem Falle entsprache das Chromogen dem Oxanthranol, 
d. h. es ware einfach ein Autoxydator, wahrend als Ubertrager 
aktivierten Sauerstoffes das Wasserstofisuperoxyd fungieren 
wiirde. Letzteres ist freilich in Pflanzen noch nicht gefunden 
worden, daraus folgt aber noch nicht, daB es in ihnen nicht ge- 
bildet wiirde. 

2. Die Oxydation verléuft nach dem von Engler und 
WeiBberg (S. 173) gegebenen Schema. Der im Verlauf der 
Autoxydation entstandene Kérper mit Peroxydcharakter, kann 
die Halfte seines Sauerstofis einem anderen Korper B abgeben: 

AO, + B--A0O-+- BO 
Der Kérper AO kann auch fernerhin oxydierend wirken: 
HO -++- B--A-- BO 

In diesem Falle wiirde im AtmungsprozeB das Chromogen 
(A) als Acceptor fungieren. Das bei seiner Oxydation ent- 
standene Pigment (AO,) ware dann das zusammengesetzte 
Peroxyd (Oxygenase), das sowohl nach Engler und WeiBberg, 
als nach Chodat und Bach aktivierten Sauerstoff iibertragt. 

Aufgabe fernerer Forschungen ist es also, aufzuklaren, ob 
die Atmungschromogene blo8 Autoxydatoren oder auch Accep- 
toren sind. Es mu8 mit anderen Worten entschieden werden, 
ob in den Pflanzen Wasserstofisuperoxyd oder zusammengesetzte 
Peroxyde gebildet werden. 











Uber das Wesen der Pflanzenatmung. 203 


Welche Rolle das Chromogen auch spielen mag, jedenfalls 
wird das aus ihm entstandene Pigment gleich wieder zu Chromogen 
reduziert. Diese Reduktion kann entweder mit Hilfe eines 
besonderen Enzyms Reduktase verlaufen, oder nach einem der 
oben beschriebenen Schemata ohne Hilfe von Enzymen. Der 
zu oxydierende Koérper kann die Rolle des Reduktors auf sich 
nehmen; vgl. z. B.die Rolle der Glucose bei der Oxydation von 
Ceroxydsalzen. 

Somit geniigen Oxydasen allein nach meiner Theorie der 
Atmung zur Oxydation nicht: 

20. Die Oxydationsprozesse in den Pflanzen er- 
fordern die Gegenwart von Atmungschromogenen. 

AuBer dem durch anaerobe Prozesse gelieferten Oxydations- 
materiale und dem Sauerstoff der Luft sind also fiir die 
Oxydationsprozesse der Atmung Oxydasen, Chromogen und 
Peroxyde noétig; nur bei Vorhandensein dieser drei Kérper 
werden die Produkte der anaeroben Zerspaltung durch den 
Luftsauerstoff oxydiert werden kénnen. Das Fehlen einer von 
diesen Bedingungen wird die Oxydationsprozesse zum Stillstand 
bringen. Daraus folgt, daB das sekundire (Oxydations-) Stadium 
der Atmung einen viel komplizierteren Prozef darstellt als 
das primare Stadium der anaeroben Spaltung, was durch das 
vorhandene Tatsachenmaterial vollkommen bestatigt wird. 

In meinen Versuchen iiber die Atmung durch niedrige 
Temperatur getéteter Pflanzen wurden sie erst im Wasserstoff- 
strom bis zum volligen Aufhéren der Kohlensaéureausscheidung 
gehalten. Die ausgeschiedene Kohlenséuremenge gab einen 
Begriff von der Energie der anaeroben Prozesse. Danach wurde 
durch den Apparat ein Luftstrom geleitet und nach der Menge 
der unter diesen Bedingungen ausgeschiedenen Kohlensaure 
iiber die Energie der Oxydationsprozesse geurteilt. Darauf 
wurden die Pflanzen zerkleinert und mit Pyrogallol versetzt, 
worauf wieder Kohlensaéureausscheidung begann, die man schon 
nicht mehr als Atmung bezeichnen kann; sie deutet nur darauf 
hin, da8 in der nicht mehr atmenden Pflanze noch Peroxydase 
und auBerdem, nach der Theorie von Chodat und Bach, 
hypothetische Oxygenase vorhanden ist, da ja Peroxydase allein 
Pyrogallol nicht zu oxydieren vermag. Das nach einiger Zeit 
eintretende Aufhéren der Kohlensaéureausscheidung weist auf 
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den Verbrauch der hypothetischen Oxygenase hin. Darauf 
wurde Wasserstoffsuperoxydlésung zugesetzt, und von neuem 
begann die Ausscheidung von Kohlensiure, was darauf deutete, 
daB in der Pflanze noch Peroxydase vorhanden war. Das 
darauf eintretende Aufhéren der Kohlensiureausscheidung war 
durch den Verbrauch der Peroxydase zu erkliren. Die zu- 
gesetzten Mengen Pyrogallol und Wasserstoffsuperoxyd geben 
also ein Ma8 fiir die Peroxydasemenge ab. Diese Methode ist 
nach Stoklasa’) nicht ganz exakt, liefert aber bei aufmerk- 
samer Arbeit fiir vorlaufige Versuche vollkommen ausreichend 
genaue Resultate. Folgende Tabelle gibt einen Begriff von den 
Kohlenséuremengen verschiedener Herkunft, die durch erfrorene 
Pflanzen ausgeschieden werden. *) 


Die Gesamtmenge der ausgeschiedenen Kohlensaure 


in Milligrammen auf 100g der Pflanzensubstanz. 








Pflanzen ——— Luft (Pyrogallol P » 8 fo. 
1. Weizenkeime. ...... 1025 | 0 — — 
a ree 1282 0 ;— - 
a a a cn — — | 80 1424 
2. Etiolierte Blatter von Vicia 
eT ae ae 100 142 648 293 
3. Dieselben nach Saccharose- 
re 166 308 _ oe 
4. Dieselben nach Saccharose- 
und Lichtnahrung. . . 185 416 1789 1149 
5. Alte Blatter von Plectogyne 
Sees. ws 45 18 — _ 
6. Alte Blatter von Plectogyne 
fomominn . « » 0+ .ss -- — 120 1128 


Setzt man die im Wasserstoffstrom ausgeschiedene Kohlen- 
sduremenge in allen Versuchen gleich 100, so erhalt man: 


1) F.Stoklasa, A. Ernest und K. Chocensky, Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 49, 303, 1907. 
2) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 407, 1906. 
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Pflanzen = Luft = Pyrogallol Tio. 
1. Weizenkeime. ...... 100 0 7 123 
2. Etiolierte Blatter von Vicia 
WO Vis: ea ete! seh 100 142 | 648 | 293 
3. Dieselben nach Saccharose- | 
0 a ee ee 100 185 
4. Dieselben nach Saccharose- 
und Lichtnahrung. . . 100 225 | 967 ~|~ #621 
5. Alte Blatter von Plectogyne | 
esr 100 40 | 266 | 2506 


Betrachtet man diese Tabellen, so fallt vor allem die un- 
erwartete Tatsache auf, daS erfrorene Weizenkeime zu Oxy- 
dationsprozessen nicht befahigt sind, obschon sie sehr bedeutende 
Peroxydasemengen enthalten und mit Pyrogallol und Wasser- 
stoffsuperoxyd groBe Kohlensiuremengen ausscheiden. Auch 
aus Extrakten von Weizenkeimen habe ich stark wirkende 
Peroxydase gewonnen. Weizenkeime bilden keinen Ausnahme- 
fall: wie von mir und Kostytschew’) spiater gefunden wurde, 
sind auch erfrorene Erbsensamen zu Oxydationsprozessen beinahe 
gar nicht befahigt und bilden bei freiem Luftzutritt Alkohol. 

Daraus folgt: 

21. Die Peroxydase allein geniigt zur Oxydation 
der Produkte der anaeroben Zerspaltung nicht. 

Was entbehren nun die erfrorenen Weizenkeime, oder mit 
anderen Worten, die Bildung welchen Stoffes wird durch die 
niedere Temperatur verhindert, da doch von lebenden Weizen- 
keimen Oxydationsprozesse ausgefiihrt werden. Aus der Tabelle 2 
ist ersichtlich, daB ohne Wasserstcffsuperoxyd die Weizenkeime 
beinahe kein Pyrogallol oxydieren. Es fehlt ihnen also nach 
der Theorie von Chodat und Bach die Oxygenase. Nach 
meinen Untersuchungen fehlt ihnen das Chromogen, es sammelt 
sich erst nach der Autolyse in ihnen an. Was dagegen die 
etiolierten Blatter von Vicia Faba anbelangt, so scheiden sie, 
wie aus der Tabelle ersichtlich, mehr auf Rechnung der Oxy- 
dationsprozesse zu setzende Kohlensiure aus, als solche, die 
auf anaerobe Zerspaltung zuriickzufiihren wire. Im Wasserstoff- 


1) W. Palladin und S. Kostytschew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
48, 214, 1906. 
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strom bleiben sie gelb, beginnen aber im Luftstrom rasch sich 
zu schwirzen; es geht also in erfrorenen Blattern von Vicia 
Faba eine rasche Oxydation des Chromogens vor sich. Durch 
Saccharose- und noch besser auch gleichzeitige Lichtnahrung wird 
die Chromogenmenge und deshalb auch die Menge der auf Oxy- 
dationsvorgange zuriickzufiihrenden Kohlensiéure  gesteigert, 
letztere von 142 auf 185 und 225. Die Gegenwart von Chro- 
mogen iibt auch auf das Verhalten zu Pyrogallol ihren EinfluB: 
es wird von den erfrorenen Blaittern ohne Zusatz von Wasser- 
stofisuperoxyd unter Ausscheidung sehr groSer Kohlensaure- 
mengen oxydiert. Die Saccharose- und Lichtnahrung, die die 
Chromogenmenge steigert, hat auch eine verstarkte Oxydation 
von Pyrogallol zur Folge. Durch diese Versuche wird also die 
Abhangigkeit sowohl der in der Zelle verlaufenden Oxydations- 
vorginge, als auch der durch sie vollzogenen Oxydation von 
Pyrogallol von den Chromogenen festgestellt. 

22. Ohne Chromogene sind weder Oxydations- 
prozesse in Pflanzen médglich noch eine Oxydation 
von Pyrogallol durch sie. 

Bei der Oxydation von Pyrogallol ersetzen also die Chro- 
mogene das kiinstlich eingefiihrte Wasserstoffsuperoxyd. Da in 
alten Organen die Menge des Chromogens abnimmt, scheiden 
alte Blatter von Plectogyne im Luftstrom wenig Kohlensaure 
aus und oxydieren, trotz Vorhandensein groBer Mengen Per- 
oxydase, Pyrogallol nur schwach; nach Zugabe von Wasserstoff- 
superoxyd beginnt aber reichliche Kohlensaureausscheidung. 

Die Betrachtung der Tabelle lehrt also, dab das Chromogen 
Wasserstofisuperoxyd ersetzt, sei es, weil es selbst in ein 
Peroxyd (Oxygenase) iibergeht, sei es, weil bei seiner Oxydation 
als Nebenprodukt Wasserstoffsuperoxyd oder ein zusammen- 
gesetztes Peroxyd entsteht, eine Frage, die durch fernere Unter- 
suchungen zu entscheiden ist. 

Die dem gegenwartigen Stand unserer Kenntnisse iiber 
Oxydationsprozesse vollkommen entsprechende Theorie von 
Chodat und Bach bedarf einer Erganzung in der Beziehung, 
da8 man statt der hypothetischen Oxygenase im Atmungs- 
prozeB die Beteiligung der iiberall verbreiteten Atmungs- 
chromogene annimmt. Ihre Beteiligung an der Bildung von 
Peroxyden ist aber noch aufzukliren. 








Bemerkung zu der Abhandlung von P. Rohland: ,,Uber 
die Adsorption durch Tone“. ty 







Von 






L. Michaelis und P. Rona. 


(Eingegangen am 4. Mai 1909.) 










P. Rohland!) zitiert einen Satz aus unserer Abhandlung ,,Unter- 
suchungen iiber Adsorption‘‘*) in sinnentstellender Weise. Er schreibt: 
L. Michaelis und P. Rona berichten, ,,daB Albumosen in vorziiglicher 
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Weise von Kaolinen, die weder Essigsiure noch Aceton, noch einen Bi 

anderen, die Oberflachenspannung erniedrigenden Stoff in irgendwie be- ee 

triichtlichen Mengen enthalten*), adsorbiert werden, und sind der An- i 
f 


sicht, daB die Adsorption der Albumosen durch Kaolin ein von der me- 
chanischen Adsorption wesensverschiedener ProzeB ist.‘‘ In unserer Arbeit 














steht: .,.Wenn wir nun ferner wiederholen, da8 Albumosen in vorziiglicher a 
Weise von Stoffen adsorbiert werden, welche weder Essigsiure noch Aceton i 
noch einen anderen, die Oberflichenspannung erniedrigenden Stoff in irgend- ee 
wie betrichtlicheren Mengen adsorbieren, so wird es uns zur GewiB- is§ 
heit, daB die Adsorption der Albumosen nicht nur durch Kaolin, sondern a 
wenigstens zum Teil auch durch Kohle, tiberhaupt ein von der rein me- * 
chanischen Adsorption wesensverschiedener ProzeB ist.‘‘ — Unsere theo- 4 
retischen Ansichten iiber die Adsorption haben wir in mehreren Abhand- ES 
lungen niedergelegt*), und die Arbeit von P. Rohland gibt uns keine 4 
Veranlassung auf diese nochmals zuriickzukommen. ¥ 















1) Diese Zeitschr. 17, 220, 1909. 3 
2) Diese Zeitschr. 15, 196, 1908. 4 
3) Im Original nicht gesperrt. g 
4) Diese Zeitschr. 2, 219, 1906; 3, 109, 1907; 4, 11, 1907; 5, 365, 1907; a 
6, 1, 1907; 7, 329, 1908; 8, 356, 1908; 15, 196, 1908; 16, 489, 1909; ferner ¥ 
Leonor Michaelis; ,,Physikalische Chemie der Kolloide“; in Koranyi- a 






Richter, ,,Physikalische Chemie und Medizin, 2, 341 bis 453. — Uber 
die kolloidalen Eigenschaften der Eiwei®kérper vgl. auch Peter Rona, 
,,Allgemeine Chemie der EiweiBkérper‘‘; im Handbuch der Biochemie 
von Oppenheimer, 1, 226. 




















Enthalt Kaviar (Stér- resp. Hauseneier) Purinbasen? 
Von 
Kurt Linnert, 
(Aus dem Laboratorium der L. Spieglerstiftung, Wien.) 
(Eingegangen am 19. April 1909.) 


Prof. C. v. Noorden richtete an uns die Frage nach dem 
Gehalte des Kaviars an Purinbasen, resp. echter Nucleinsaure, 
eine Frage, deren Beantwortung theoretisch interessant und fiir 
die Ernahrung gewisser Kranker praktisch wichtig ist. 

Kaviar ist der gesalzene Rogen von Hausen, Stér, Scherg 
und Sterlett. Uberblicken wir die Arbeiten, die sich mit der 
Untersuchung von Eiern, speziell von Fischeiern auf ihren Ge- 
halt an Purinbasen, resp. Nucleinséuren beschiaftigen, so kon- 
statieren wir, da8 ihre Zahl eine sehr geringe ist. Am dltesten 
sind wohl die Untersuchungen des Hiihnereidotters. Schon 
Miescher’), der Entdecker des Nucleins, lehrte, da8 von den 
15°/, EiweiBstoffen des Dotters 1 bis 17/,°/, als Nuclein in 
Abrechnung zu bringen seien. Liebermann®*), Kossel und 
Altmann®*) beschaftigten sich mit dem Hiihnereidotter und 
zeigten, daB die aus demselben dargestellte Nucleinséure mit 
der aus Thymus oder Hefe stammenden identisch sei. 

Uber die Chemie von Fischeiern erschienen Arbeiten von 
Hugouneng*‘), Hammarsten’), Levene und Mandel’), 
Walter’). Hammarsten beschiaftigte sich nur mit den Pro- 
teinen. Hugounenq sowie Walter konnten weder aus Herings- 
ovarien noch aus dem Ichthulin der Karpfeneier Purinbasen 
darstellen. 


1) Hoppe-Seylers med. chem. Untersuchungen 1871, Heft 4. 
2) Dubois, Arch. f. Physiol. 1885, 346. 

3) Ebenda 1884, 529. 

4) Compt. rend. 138, 1062. 

5) Skand. Arch. f. Physiol. 17, 113. 

6) Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 262. 

7) Ebenda 15, 477. 
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Nur Levene und Mandel haben bei der Hydrolyse der 
Schellfischeier (Gadus aeglefinus) Purinbasen, und zwar Guanin 
und Adenin erhalten. 

Wir untersuchten den Kaviar nach der Methode fiir quan- 
titative Bestimmung von Purinbasen nach Burian und Walker 
Hall’). 

In zwei Versuchen wurden einmal 50g frischen, grobkérnigen, 
lichten, feinsten, das anderemal 80g schwarzen gepreBten 
Kaviars mit der 10fachen Menge 0,5°/, Schwefelsiure durch 
12 Stunden hydrolysiert, filtriert und das Filtrat mit den durch 
zweimaliges Auskochen des unléslichen Filterriickstandes gewonne- 
nen Filtraten vereinigt. Nachdem in denselben die Schwefelsaure 
mit Baryt, das iiberschiissige Barium durch Kohlensiure entfernt 
ist, wird die mit Essigsiure stark angeséiuerte Lésung zuerst 
iiber freier Flamme, dann auf dem Wasserbade so weit eingeengt, 
daB sie so viele Kubikzentimeter miBt, als das Ausgangsmaterial 
Gramme wog. Es wird nun eine Mischung von gleichen Teilen einer 
33°/,igen Natronlauge und einer halbgesittigten Sodalésung 
zugesetzt bis zur deutlichen alkalischen Reaktion. Dabei fallen 
die letzten Reste von Bariumcarbonat heraus, von dem ab- 
filtriert wird. Das Filtrat wird mit Salzsiure angesiuert und 
mit konz. Ammoniak stark ammoniakalisch gemacht. Aus dieser 
ammoniakalischen Lésung nun fallen vorhandene Purinbasen 
auf Zusatz von ammoniakalischer Silberlésung als Silberver- 
bindungen aus. Man kann noch einen kleinen Anteil nach Blei- 
reinigung durch neuerliche Fallung gewinnen. 

Bei der versuchten Hauptfaillung mit ammoniakalischer 
Silberlésung entstand auch nicht die Spur eines Niederschlages. 

Damit ist der Beweis erbracht, daB Kaviar keine Purin- 
basen, somit auch keine echte Nucleinsaure enthalt. 

Erganzend bestimmten wir noch den Wassergehalt und den 
Gesamtstickstoff von frischem Kaviar: 1,0606 g Substanz ver- 
loren beim Trocknen zur Konstanz 0,5854 g oder 55,2°/, Wasser. 
1,0750 g Substanz gaben bei der N-Bestimmung nach Kjeldahl 
32,2 "/,,-Ammoniak resp. 45,08 mg N oder 4,28°/, N, was einem 
EiweiBgehalt von fast 27°/, gleichkommt. 


1) Zeitsehr. f. physiol. Chem. 33, 336. 
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Einwirkung verschiedener Antiseptica auf die Enzyme 
des HefepreBsaftes. 


Von 
Franz Duchacek. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Landwirtechaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 25. April 1909.) 


Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit dem Studium der 
Einwirkung des Chloroforms, Chloralhydrats, Phenols, der Essig-, 
Benzoe- und Salicylsiure auf den HefepreBsaft, welcher nach der 
Methode von Buchner und Hahn’) aus der von der Schult- 
heiBschen Brauerei, A.-G. in Berlin, gelieferten untergiérigen 
Hefe ausgepreBt wurde. 

Zur Garkraftbestimmung wurden immer 20 ccm dieses Saftes, 
welcher noch durch Zentrifugieren gereinigt war, benutzt und 
nach Zugabe des Antisepticums bei 22° aufgestellt. Fiir jede 
Konzentration wurden zwei gegenseitig sich kontrollierende Ver- 
suche durchgefiihrt. Die Héhe der schadlichen Einwirkung er- 
gab die Differenz, die aus dem Vergleiche mit den Versuchen 
ohne Zusatz eines Antisepticums resultiert. Zur weiteren Kon- 
trolle dienten noch die Doppelversuche mit der iiblichen Zugabe 
von 0,2 ccm Toluol. 

In dieser Weise wurden im ganzen 100 Versuche angestellt, 
deren Resultate in den Tabellen I bis VII enthalten sind. Die 
Tabellen I bis IV zeigen die Einwirkung der erhéhten Zugaben 
von Phenol, Chloroform und Chloralhydrat auf die Enzyme des 
HefepreBsaftes an, und die Tabellen V bis VII liefern einen 
Beitrag zur Beurteilung der Wirkung der Benzoe- und Salicyl- 
siure, deren Carboxyl- und Phenolgruppe durch die dem Mole- 


1) E.u. H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 1903, S. 58. 
14* 
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kulargewicht entsprechende Menge Essig- und Carbolsiaure kon- 
trolliert wurde. 

Die festen Antiseptica — Phenol, Chloralhydrat, Benzoe- 
und Salicylsiure — wurden in Wasser gelést zugesetzt, nach- 
dem iibereinstimmend mit Buchner und Hoffmann’) die 
Wahrnehmung gemacht worden war (Versuch Nr. 5, 6, 9 u. 10), 
da8B die Kérnchen der Antiseptica, die in Beriihrung mit dem 
HefepreBsaft kommen, mit einer Schicht von gefalltem EiweiS 
bedeckt werden, welche ihre gleichmaBige Verteilung in der 
Fliissigkeit verhindert und ein Sinken der Giarkraft verursacht, 
das bis 56°/, des Wertes betragen kann. Beim Studium der 
Einwirkung irgendeines Antisepticums erscheint es geboten, 
sich in den Grenzen zu halten, welche durch seine Léslichkeit 
im HefepreBsaft bedingt sind; diese Grenze wurde nur beim 
Chloroform iiberschritten. Zur Zugabe des Antisepticums be- 
diente man sich immer eines zur Capillare ausgezogenen Glas- 
réhrchens, welches bewirkt, daB die Antiseptica oder ihre Lésungen 
nur in feinen Tropfen austreten, die dann durch kraftiges Schiit- 
teln schnell mit dem Safte durchgemischt wurden. In dieser 
Weise erzielte man, da8 der PreBsaft auch bei erhéhten Zu- 
sitzen immer, wenigstens fiir den ersten Augenblick, klar blieb. 
Beim langeren Stehen im Thermostaten triibte sich der Saft 
um so starker, je mehr seine Garkraft geschaidigt war. 

1. Phenol. Seine Einwirkung auf den HefepreBsaft haben 
schon Buchner und Hoffmann?) studiert und gefunden, da8 
schon 0,5°/, des Phenols, wie es auch bereits der bedeutende 
EiweiSniederschlag von vornherein erwarten lieB, die Garkraft 
merkbar schidigen (um 24,4 bzw. 28,3°/,). Dieser Konzentra- 
tion von 0,5°/, entspricht bei meinen Versuchen eine nur 
0,3°/,ige Zugabe; es wurden namlich diesmal die Prozente des 
zugesetzten Antisepticums aus dem Gewichte des Saftes, ver- 
mehrt um jenes der zugesetzten Saccharose, des Wassers und 
des Antisepticums berechnet, wohingegen in der oben erwahnten 
Arbeit auf das Gewicht der anderen, zum Safte zugesetzten 
Substanzen, keine Riicksicht genommen worden war. Phenol 
in der Konzentration von 0,75°/, (richtiger berechnet 0,45°/,) 


1) Diese Zeitschr. 4, 227, 1907. 
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hat die Giarkraft schon um 44,4 bzw. 56,6°/, erniedrigt und 
1°/, Phenol (richtiger berechnet 0,6°/,) vermindert sie sogar um 
64,4 bzw. 67°/, jenes Wertes, der sich beim iiblichen Zusatz 
von 0,2 ccm Toluol ergibt. 


Im Einklange mit diesen Versuchen sind die Angaben der 
Tabellen I, II und III: 


Tabelle I. 


Garwirkung bei Toluol-, Phenol-, Chloroform-, Chloral- 
hydratzusatz und ohne jedes Antisepticum. 
Je 20 ccm frischer PreBsaft aus Berliner untergariger Hefe +- 8 g 


Rohrzucker -+- verschiedene Mengen Antisepticum direkt zugesetzt; Tempe - 
ratur 22°, 


Die Mengen des Antisepticums sind so gewahlt, daB Toluol mit 
Phenol und Chloroform mit Chloralhydrat im Molekularverhaltnis steht. 








; ... | Kohlendioxyd | Garkraft ia 
Zusatz von Antisepticum in gnach Tagen| Prozenten 
Nr| Datum |[—— pes ae mag 
nac 
Art gi %|1|2| 8 frtege der 
: | Ba Garung 
1 | 12. Mai 08 ohne —  — }1,32 1,65 1,66 | 
2 * . — | —]1/32/ 1,61 1,62 ion 100,0 
3 ‘ Toluol 0,174 0,58] 1,20 | 1,47 | 1,48 | aii 
4 : ’ 0,174 0,58|1,19 1,47 1,47] 995) 92 
5 Z Phenol _ 0,178, 0,59] 0,83 0,95 | 0,95 oat 573 
6 . a 0,178, 0,59] 0,80 0,03 0,93) "| o 
7 ‘ Chloroform | 0,15 | 0,50] 1,30 1,65 1,66 
| oe! * 0,15 | 0,50] 1,31 | 1,69/1,70] 9%? | 1024 
9 . Chloralhydrat | 0,208 0,69} 1,16 1,55 1,57] g7¢/ o¢5 
10 ne a 0,208 0,69}1,16 1,56 1,59) °°) °° 














Tabelle II. 


Garwirkung bei Toluol-, Phenol-, Chloroform-, Chloral- 
hydratzusatz und ohne jedes Antisepticum. 


Je 20 ccm frischer PreBsaft aus Berliner untergiriger Hefe + 8 g 
Rohrzucker + verschiedene Mengen Antisepticu.a direkt oder im Wasser 
gelést zugesetzt; Temperatur 22°. 

Toluol und Chloroform wurden direkt und Phenol und Chloral- 
hydrat in Form einer wasserigen Lésung in kleinen Mengen zugesetzt. 
Uberall wurde die Menge der zugesetzten Fliissigkeit durch Zusatz von 
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Wasser auf 4 bzw. 8 ccm erhéht. Bei allen Versuchen ist die Fliissig- 
keit nach Zusatz von Antisepticum klar geblieben, nur in den Versuchen 
17 und 18 hat sich bald nach dem Eintragen starker Niederschlag ge- 
bildet, so daB alles sich in dicken Brei umwandelte. Nach 3 Tagen hat 
man in den Versuchen 15, 16, 17, 18, 21, 22, 23, 24, 27, 28, 29 und 30 
sehr viel Niederschlag beobachten kénnen. 





vsser.| Koblen- | az peas, 

Zusatz von Antisepticum renee dioxyd in — 

Nr.| Datum in mach Tagen! Schlusse 

Art g | % | cm] 2 3 |. Garung 

11]27.Maios}| ohne | — | —| 4 Jo73/\0,73/ 
gee » | —|—| 4 [orejorza] 1° 
13 - Toluol | 0,174 0,51} 4 |0,72)0,72] gr 
14 i ” (0,174 0,51] 4 10,72 0,72 , 
15 ‘ Phenol _ 0,178 0,52) 4 |0,43/0,43] 5.5 
16 A ¥ 0,178 | 0,52] 4 | 0,42 | 0,43 y 
17 . . 0,712 1,90] 8 |0,00/0,00} 6, 
18 : ; 0,712 1,90] 8 | 0,00 | 0,00 , 
19 a Chloroform | 0,3 | 0,88 4 0,71 0,71 97.3 
20 “ 0,3 | 0,88} 4 10,71 0,72 , 
21 ” n 1,5 | 4,4 3 0,64 0,66 91,2 
22 ; 15 | 4,4 3 | 0,68 | 0,68 - 
23 : : 30 (88 | 2 10,55 0,58] -.5 
24 7 " | 30 / 88 2 10,54 0,57 — 
25 . Chloralhydrat | 0,208 0,61} 4 [0,89 0,89 120.4 
26 a : 0,208 | 0,61} 4 10,87 0,88 ‘ 
| | 

oa » 0,416 1,22] 4 10,67 0,67) go 
28 " . 0,416 | 1,22] 4 | 0,65 | 0,65 . 
29 : 0,624 1,83) 4 10,36 0,36) yoo 
30 . ‘ 0,624 1,83] 4 10,35 0,35 . 

















Tabelle III. 


Garwirkung bei Toluol-, Phenol-, Chloroform-, Chloral- 
hydratzusatz und ohne jedes Antisepticum. 


Je 20 ccm frischer PreBsaft aus Berliner untergiriger Hefe -+ 8 ¢ 
Rohrzucker -+- verschiedene Mengen Antisepticum direkt oder in wiisserige- 
Lésung zugesetzt; Temperatur 22°. 

Bei den Versuchen 35, 36, 45 und 46 hat sich bald nach dem Ein 
tragen des Antisepticums starker Niederschlag gebildet, wogegen die 
iibrigen Versuche keine Verainderung aufwiesen. Nach dem Verlaufe des 
Versuchs wurde iiberall viel Niederschlag beobachtet, hauptsichlich aber 
in den Versuchen Nr. 35, 36, 39, 40, 45 und 46, wo sich dicker Brei ge- 
bildet hat. 
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31 
32 
33 


35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 


45 
46 


- Zusatz von Anti- 


Kohlendioxyd in g | Garkraft in 








co 
septicuni Ss nach Tagen Prozenten 
Datum oF —}23/- : od » | 
Art ei %) |1/2)4)8| 6h tage “der 
acid — ——_———— = >= — aa — S — ———, ae 
25.Juni08} ohne — | — | 4 [1,41 1,53 1,58 1,59 1,5 
‘ : — | — | 4 [1,40 1,52 1,57 1,58 1,58) 19 100.0 
; Toluol 0,174) 0,51) 4 11,25 1,50 1,52) — 1,5 
: i 0,174) 0,51] 4 11,26 1,49 1,51 — 1,51] 9%3 95.6 
Phenol 0,4 | 1,2] 4 {0,000,000,000,000,00) 9, oo 
i " 0,4 | 1,2] 4 |0,00.0,00 0,000,000, , 
i Chloroform 3,0 | 8,82} 2 /0,57 0,81 0,930,98 1,02 yo, 444 
= . 3,0 | 8,82] 2 |0,57 0,81 0,93.0,98 1,02] *Y 
j | | 
2 . 6,0 17,1 | — |0,22 0,33 0,42 0,54 0,57 
» 6.0 17,1 | — [0,21 0,320,42.0,54 0,57] 153) 95.9 
»  |Chloralhydrat 0,208) 0,62} 4 |1,12 1,54 1,66 1,691,69] 209 | 059 
” » 0,208 0,62] 4 {1,13 1,54 1,65'1,67 1,67) “| 
" - 10 3,0] 4 |0,971,391,54 — 1,56] ,.. 
i = 10 3,0] 4 |0,961,381,53 — 1,55] ®%7 9841 
” ” 1,5 | 4,5 4 0,00 0,00 0,00) Sgt 0,00) 0.0 0,0 
3 15 4,51 4 10,000,000,00 — 0,00) ” , 

















0,52 bzw. 0,59°/, Phenol (Versuch Nr. 15, 16 bzw. 5, 6) 
hat 41,5 bzw. 42,7°/, der urspriinglichen Girwirkung vernichtet. 
Bei Steigerung der Konzentration des Phenols auf 1,2 bzw. 
1,9°/, (Versuch Nr. 35, 36 bzw. 17, 18) ergab sich, daB die Zy- 
mase nunmehr unwirksam geworden war, wie es auch Bokorny’) 
bei 1°/,iger Phenollésung nachgewiesen hat. 

Mit der Einwirkung des Phenols auf die lebenden Hefe- 
zellen befaBten sich Knoesel und Bokorny. Knoesel*) fand, 
da8 schon 0,25°/, Phenol das Garen verhindert und 0,5°/, Phenol 
die Hefe abtétet. Bokorny*) hat sich dann iiberzeugt, da 
10 g Hefe nach 24stiindigem Einwirken von 10 com der 1°/,igen 
Phenollésung die Vermehrungsfihigkeit verlieren und benannte 
diese 10 g Substanz tétende Giftmenge ,,letale Dosis‘; sie be- 
triigt fiir Phenol 0,05 bis 0,1 g. In der vorliegenden Arbeit 
wurde mit weit gréBeren Giftmengen (0,178 g), welche nach der 
Arbeit Bokornys fast 20 g der Hefezellen vernichten kénnten, 
gearbeitet, und trotzdem hatte die Girung einen sehr lebhaften 


1) Chem.-Zeitg. 25, 365, 1901. 
2) Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 8, 241, 1902, 
3) Chem.-Zeitg. 30, 554, 1906. 
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Verlauf genommen. Diese Ergebnisse schlieBen die Vermutung 
aus, daB in dem HefepreBsafte als Garungsagens Fragmente des 
lebenden Protoplasma zugegen sein kénnten. 

2. Chloroform. Beziiglich der Wirkung dieses Stoffes 
hat Buchner’) vorlaufig nur festgestellt, da8 mit Chloroform 
gesittigter HefepreBsaft den Rohrzucker intensiv attackierte. 
Da nach Meyer-Jacobson®*) 11 der gesittigten Lésung etwa 
7 g Chloroform enthalt, betrug die angewendete Konzentration 
ungefahr 0,7°/,. 

Betrachten wir nun die in den Tabellen I, II und III ent- 
haltenen Ergebnisse. Wir sehen, da8 kleine Chloroformmengen 
(0,5°/,) die Garkraft des PreBsaftes (Versuch Nr. 7, 8) um ein 
weniges erhdhen. Auf die Ursache dieser interessanten FEr- 
scheinung, die sich noch merklicher beim Chloralhydrat wieder- 
holt, wird unten hingewiesen werden. Nachdem auch die gréBte, 
sich im Saft noch lésende Menge der Substanz (0,88°/,) ohne 
Einflu8 auf die Garkraft geblieben ist, wurde iiber die Léslich- 
keitsgrenzen hinausgegangen in der Meinung, daB dadurch die 
Garkraft des PreBsaftes nicht beeintrachtigt werden kann. Es 
ergab sich aber, daB 4,4°/, Chloroform die Garwirkung um 8,8°/, 
(Versuch Nr. 21, 22) und 8,8°/, des Antisepticums um 21,8, 
bzw. 35,6°/, (Versuch Nr. 23, 24, bzw. 37, 38) erniedrigt. Durch 
die weitere Steigerung des Zusatzes auf 17,1°/, wurde die Gir- 
kraft des HefepreBsaftes sogar um 64,1°/, geschiadigt (Versuch 
Nr. 39, 40). Die Zymase zerstérende Konzentration liegt daher 
noch héher, vielleicht zwischen 20 und 30°/,. DaB die erhohte 
Zugabe von Chloroform ungemein schadigt, ist auch aus dem 
Umstande ersichtlich, daB im Safte sich sehr viel Niederschlag 
bildet, der bei 17,1°/, derart iiberhand nimmt, daB hierdurch 
der Saft in dicken Brei verwandelt wird. 

Interessant ist die Vergleichung der Wirkung der Anti- 
septica auf den PreSsaft am Anfange der Garung und nach 
deren Beendigung. Das zugegebene Antisepticum wirkt fast in 
der Regel am Anfange besonders ungiinstig, aber im weiteren 
Verlaufe werden die Differenzen vielfach annaihernd ausgeglichen. 
Es scheint, daB der Zusatz anfangs einen Teil der Zymase ver- 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 30, 119, 1897; Buchner u. Hahn, 
Die Zymasegirung, 1903, S, 176. 
*) Meyer-Jacobson, Organische Chemie, 1, 537, 1893. 
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nichtet und somit die Erniedrigung der Garkraft verursacht, 
aber auch auf die Endotryptase einwirkt, wodurch manchmal 
eine Steigerung der Girwirkung im Verlaufe der Girung er- 
moglicht wird. Eine ahnliche Erscheinung tritt auch bei Chloro- 
form ein. Schon bei 8,8°/, Chloroform (Versuch Nr. 37, 38) 
betragt der Verlust der Girkraft nach 24 Stunden 59,4°/, und 
bei einem Zusatz von 17,1 sogar 84,7°), (Versuch Nr. 39, 40), 
mithin um 23,8 bzw. 20,6°/, mehr als nach Beendigung der 
Garung. 

Wodurch 1a8t sich die ungewoéhnlich schidigende Wirkung 
der erhéhten Zugaben von Chloroform, die sich im HefepreB- 
saft nicht aufzulésen vermégen, erkliren? Es bleibt nur die 
MOéglichkeit, eine teilweise Zersetzung des Chloroforms in Pro- 
dukte anzunehmen, welche die Garkraft des HefepreSsaftes stark 
herabsetzen. Da Alkohole und Aldehyde (Formaldehyd) nach 
Buchner und Antoni’) keine sehr schadigende Wirkung aus- 
iiben, mu8 man dabei in erster Linie an Salzsiure und Ameisen- 
siure denken. 

3. Chloralhydrat. Die Einwirkung dieser Substanz auf 
HefepreBsaft wurde bis jetzt nicht untersucht. Hoyer, Conn- 
stein und Wartenburg*) empfehlen sie als das geeigneteste 
Desinfektionsmittel bei Versuchen iiber Lipasen. Zur voll- 
kommenen Desinfektion von 5 g Ricinussamen geniigten 10 g 
einer 1°/, igen Chloralhydratlésung, demnach eine Konzentration 
von beiliufig 0,7°/,. 


Tabelle IV. 


Garwirkung bei Toluol-, Chloralhydratzusatz und 
ohne jedes Antisepticum. 


Je 20 ccm frischer PreBsaft aus Berliner untergariger Hefe +-8 g 
Rohrzucker + 0,2 cem Toluol bzw. die verschiedenen Mengen Chioral- 
hydratlésung (20°/,ig) +- soviel Wasser. daB die Menge der zugesetzten 
Fliissigkeit im Ganzen 7 ccm ausmacht. 

Temperatur 22°. 

Nach Zusatz von antiseptischem Mittel war der Saft iiberall klar. 
Nach 24 Stunden wurden die Versuche 49 und 50 triib und in den 
iibrigen Versuchen hat sich viel wei®er Niederschlag gebildet, der zu- 
gesetzten Chloralhydratmenge entsprechend. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 226, 221, 1906. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 3988, 1902. 
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Zusatz von Antisepti- | 8] Koblendioxyd |Garkraft in 
Nr| Datum cum 5 Z in g nach Tagen "0 
ae a i = #" ¥ | | -_ t nach Sching 
Pen et Art __| © |"/ofem|! | 215 | 4 | Me ca. 
47|7.Juli08} ohne — —1 7 |0,550,64 0,65 0,66 | 
48), , — —| 7 [0,54 0,63 0,64 0,65) 1.9 190.0 
49 ‘ Toluol 0,174.0,48} 7 [0,53 0,60 0,63 0,64 98.2 | 98.5 
50 i fe 0,1740,48] 7 10,54 0,62 0,64 0, 4 “a 
51 a Chloralhydrat 0,2 0,55] 7 10,54 0,76.0,81 0,83} 59 por 5 
52 ; “ 0,2 0,55] 7 10,55 0,78 0,830,841°° °°) °~'°? 
53 7 . 0,6 1,66] 7 [0,34 0,49 0,55 0,57] 6) 5 gg 5 
54 zs a 0,6 1,66] 7 [0,33 0,48 0,53 0,56] °” ” 
55 _ 2 1,0 2,77] 7 |0,140,16 — O16}... . 
56)” : 10 2771 7 10,140.16 — 0,16] 27 | 74-4 
57 3 1,2 3,32} 7 |0,020,02) — 0,02 37 | 37 
58 a 1,2 3,32} 7 {0,020,02, — 0,02] ” v4 
59 ’ 7 1,4 3,87] 7 |0,00 — — 0,00 
60} ° : 14 3,871 7 10,00 — — 0,001 %9 | %0 














In den Versuchen Nr. 9, 10, 25, 26, 41, 42, 51 und 52 
wurde annahernd mit dieser Konzentration gearbeitet, und wir 
sehen, da8 dadurch die Giarkraft des Saftes nicht nur un- 
beschadigt geblieben ist, sondern in den meisten Fillen noch 
deutlich verbessert wurde: Bei starkem Safte um 5,9°/, (Ver- 
such Nr. 41 u. 42), bei garschwachen Saften um 20,4 bzw. 27,5°/, 
(Versuch Nr. 25 u. 26, bzw. 51 u. 52). Die férderliche Ein- 
wirkung kleiner Mengen Chloralhydrat ist daher besonders bei 
garschwachen Saften gut zu bemerken. Bei dem Versuch Nr. 9 
u. 10 wurde zwar die Garwirkung um 3,7°/, erniedrigt, doch 
liegt die Ursache hiervon in der Art der Zugabe des Antisep- 
ticums, welches hier nicht in Lésung, sondern direkt pulver- 
férmig zugesetzt wurde. 

Ein giinstiger EinfluB eines Antisepticums auf den Ver- 
lauf der Gaérung wurde bereits einige Male konstatiert. So 
gelang es Fri. O. Grigoriew') und Frl. A. Gromow?”) mit 
kleinen Zugaben von Chininchlorhydrat die Garkraft der Aceton- 
dauerhefe zu erhdhen. Mit 0,5°/, wurde die Garkraft eines 
girschwachen Praparates um 23°/, und bei einer stark ver- 
girenden Dauerhefe um 5,3°/, aufgebessert. Bei einem Zusatz 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 323, 1904. 
2) Ebenda 42, 309, 1904. 
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von 1°/, wurde schon das Maximum der giinstigen Einwirkung 
bei garstarker, nicht aber bei einer girschwachen Hefe iiber- 
schritten. Ahnliche, jedoch schwachere Einwirkung von Chinin- 
chlorhydrat auf den HefepreSsaft haben E. Buchner und 
Antoni’) beobachtet. Auch 5°/, Athylalkohol unterstiitzt nach 
Fri. Grigoriew’) unter Umstanden die Wirkung der Zymase. 

Beim Beginne der Garung ist die Einwirkung des Chloral- 
hydrates immer eine schiidliche, gestaltet sich aber im Verlaufe 
der Garung giinstiger. So wurde die Giarkraft bei den Ver- 
suchen Nr. 43, 44, 41, 42, 51, 52, 9 u. 10 nach 24 Stunden 
um 31,3; 20,0; 0,0 bzw. 12,2°/, vermindert, erfuhr aber im 
Verlaufe der Garung eine Aufbesserung um 29,4; 25,9; 27,5 
bzw. 8,5°/,. Ahnlich verhalt sich auch das Chininchlorhydrat. 
Nach den russischen Forscherinnen wurde durch 0,5 bzw. 1°/, 
Antisepticum die Giarwirkung einer giarschwachen Acetondauer- 
hefe im Verlaufe der Girung um 20 bzw. 20,2°/, verstirkt. 

Die im ganzen giinstige Einwirkung kleiner, vollstiandige 
Asepsis sichernder Zusitze von Chloralhydrat, insbesondere 
aber die allmahliche Verstirkung der Girkraft im weiteren 
Verlaufe der Garung li$t vermuten, daS kleine Mengen dieses 
Stoffes namentlich die schidliche Einwirkung des proteolytischen 
Enzymes auf die Zymase einschrinken. 

Die gute Léslichkeit des Chloralhydrates erméglichte die 
Steigerung der Konzentration bis zur Zerstérung der Zymase. 
Gegeniiber den erhéhten Zusitzen erwiesen sich besonders die 
garschwachen Safte sehr empfindlich: 1,22 baw. 1,83°/, Chloral- 
hydrat vernichtete in einem Falle 10,2 bzw. 51,7°/, der Gar- 
kraft (Versuch Nr. 27 u. 28 bzw. 29 u. 30), im anderen Falle 
sank durch eine Menge von 1,66 bzw. 2,77 bzw. 3,32°/, die Gar- 
kraft um 51,7 bzw. 75,6 bzw. 96,3°/, (Versuch Nr. 53 u. 54 bzw. 55 
u. 56 bzw. 57u. 58). Die girstarken PreBsifte vertragen dagegen 
auch die erhéhten Konzentrationen, ohne da8 ihre Girkraft 
erheblich geschidigt wird; in den Versuchen Nr. 43 u. 44 wurde 
z. B. die Garkraft durch 3°/, Chloralhydrat nur um 1,9°/, ver- 
mindert. Zur vollstandigen Vernichtung der Garwirkung ge- 
niigte bei garschwachen Prefsiften 3,87°/, (Versuch Nr. 59 u. 60) 
und bei starken Saften 4,5°/, Chloralhydrat (Versuch Nr. 45 u. 46). 

1) Ebenda 44, 206, 1904. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 323, 1904. 
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Diese Ergebnisse, namentlich aber die ausgiebige Staérkung 
der Zymasewirkung durch Chloralhydratzusatze, welche eine 
volistandige Asepsis verlaBlich sichern, schlieBen abermals die 
Méglichkeit einer Mitwirkung von lebendigen Protoplasma- 
splittern bei der zellenfreien Garung vollkommen aus. 

Die Versuche Nr. 61 bis 100, welche in den Tabellen V, 
VI u. VIL enthalten sind, liefern einen Beitrag zur Beurteilung 
der Einwirkung der Benzoe- und Salicylsiure auf die En- 
zyme des HefepreBsaftes. Da in den Molekiilen dieser Saéiuren 
Phenol- und Carboxylgruppen vorkommen, wurden zur Kon- 
trolle Parallelversuche mit Essig- und Carbolsdiure angestellt. 
Fiir die allgemeine Kontrolle dienten Versuche ohne Zusatz 
eines Antisepticums und mit der iiblichen Toluolzugabe. Um 
die Wirksamkeit eines Molekiiles der Substanzen vergleichen zu 
kénnen, wurden dieselben im Molekularverhaltnis angewandt. 

4. Essigsaiure. Uber die Einwirkung dieses Stoffes auf 
die Garung durch lebende Hefe bemerkt Lafar'), daB bei 1°/, 
Saurezusatz die Garung nur ausnahmsweise verlauft. MeiSner’) 
erhielt spiter abweichende Ergebnisse; es gelang ihm meisten- 
teils die Girung schon durch 0,25 bis 0,375°/, Essigsiure zum 
Stillstande zu bringen. Nach Bokorny*) wirkt die Essigsdure 
viel schadlicher auf das Garungsagens als auf das Plasma der 
Hefe, denn schon 0,2°/, Essigsiure geniigen, um die Zymase 
binnen 24 Stunden vollstandig zu vernichten. Spater befaBte 
sich Bokorny*) mit der Ermittelung der sog. ,,letalen Dosis‘ 
und fand, da8 10 g Hefe durch die Einwirkung von 20 ccm 
2°/,iger Essigsiure ihr Vermehrungsvermégen gianzlich ein- 
biiBen, wogegen durch 10 ccm dieser Lésung die Vermehrungs- 
fihigkeit unbeeinfluBt bleibt. Die ,,letale Dosis‘: liegt daher 
fiir Essigsiure zwischen 0,2 und 0,4 g. 

Angaben beziiglich der Einwirkung der Essigsdure auf den 
HefepreBsaft stammen von E, Buchner®): Im Vergleiche zu 
der unter Zugabe von Toluol bestimmten Girkraft des Saftes 
haben 0,07 bzw. 0,13°/, Essigsiure die Garkraft um 8,1 bzw. 


1) Landw. Jahrb. 24, 445, 1895. 

*) Erlangener Dissert., Berlin 1897. 

3) Chem.-Zeitg. 25, 365, 1901. 

4) Ebenda, 30, 554, 1906. 

5) Buchner und Hahn, Die Zymasegirung, 1903, S. 145. 
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16,4°/, geschwacht (um 26,7 bzw. 40°/, nach 16 Stunden). Wie 
ungleich sich die PreBsafte gegen die Essigsiure verhalten, ist 
daraus zu ersehen, da8 in einem anderen Falle 0,1°/, Essig- 
saure eine Verminderung der Garwirkung um nur 3,7°/, ver- 
ursachte und bei 0,3°/, die Zymase vollstandig ungeschadigt 
blieb; auch bei diesem Safte konnte man anfangs eine weit 
schadlichere Einwirkung der Essigsiure als im weiteren Ver- 
laufe der Gaérung wahrnehmen, denn nach 24 Stunden wurde 
ihre Garkraft durch 0,1°/, Essigsiure um 14,9°/, und durch 
0.3°/, sogar um 25,6°/, vermindert. 


Tabelle V. Garwirkung bei Toluol-, Phenol-, Benzoe- 
saure-, Salicylsdiure-, Essigsiurezusatz und ohne jedes 
Antisepticum. 


Je 20 ccm frischer PreBsaft aus Berliner untergiriger Hefe +-8 g 
Rohrzucker + verschiedene Mengen Antisepticum direkt oder im Wasser 
gelist zugesetzt; Temperatur 22°. Die Mengen Antisepticums wurden 
so gewihlt, daB Phenol-, Benzoe-, Salicyl- und Essigsiure im Molekular- 
verhaltnisse stehen. 

Abgewogene Mengen der Benzoe- und Salicylsiure wurden in 
2 ccm heiBen Wassers gelést und mit Hilfe eines in enge Capillare aus- 
gezogenen Reagensglases zugesetzt, dann mit 2 ccm Wasser nachgespiilt. 
Essigsiure und Phenol wurden in Form einer Liésung, die die ent- 
sprechende Menge Substanz in 4 ccm enthielt, dagegen Toluol direkt 
zugesetzt. Zu den Versuchen ohne jedes Antisepticum und mit Toluol 
hat man 4ccm Wasser zugesetzt. 

Bei allen Versuchen ist die Fliissigkeit nach Zusatz von Antisepti- 
cum klar geblieben. Nach der Gairung war das Aussehen aller Fliissig- 
keiten das omnast 























Sents. von b Antisepti- lé s| " Koblendioxyd Girks aft in 
Nr.| Datum cum Z Z| in g nach Tagen / 0 
sup eiataeninnasntaieamisiin <4 . . ach | 
Art | 8% oe § a 2 | 3 | 5 1 "Tage aces 
61 |20. Mai 08 ohne | — |—| 4 [1,57/2,242,31)2, 32| 
62], . | — |—| 4 [1,57 2/26 2,32 2/33] 10.9 100.0 
63 - Toluol (0,174 0,52} 4 {1,52 2,04 2,09 2,10 96, 2 90,7 
64 “ »” gees gee 4 1,50 2,05 2,11 2,12 
65 - Phenol ©, 023.0,07] 4 {1,57 2,21 2,26 2,26 99, 3 97,2 
66 ” ” 0,028 0,07 4 1,55 2,21 2,26 2,26 
67 . Benzoesaure (0,03 0,09} 4 1,50 2,11 2,18 2,20 94,3 93,8 
68 a ~ (0: 03 (0,09 4 11,46 (2,08 2,15 2,16 
69 " Salicylsaure | My 034 0, 1] 4 41,37, 2 ,00 2,08 2,08 
70} * »  (0,0840,1 | 4 1,36 2,01 2,09 2,09 ons; 0 
7 . Essigsiure 0,015 0,04] 4 11,63) 2,25 2,31 '2,32 102,5| 99,6 
72 ‘. - 0,015 0,04] 4 |1,59 2,23 2,29 2,31 
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Tabelle VI. 










Gairwirkung bei Toluol-, Phenol-, Benzoesaure-, Sali- 
cylsaéure-, Essigsiurezusatz und ohne jedes Antisep- 


ticum. 


Je 20cem frischer Saft aus Berliner untergiriger Hefe -+- 8g Rohr- 







zucker -+- verschiedene Mengen Antisepticum direkt oder im Wasser ge- 
lést zugesetzt. 
Um gréBere Menge Benzoe- und Salicylsiure nehmen zu kénnen, 
muBte der Wasserzusatz entsprechend der Léslichkeit dieser Séuren auf 
10 ccm erhéht werden. 
Im iibrigen wurden die Versuche wie bei Tabelle V angestellt. 


Temperatur 22°. 
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Benzoesaure 0,06 0,15 10 
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ns 0,064 0,16} 10 
Essigsiure 0,03 |0,08} 10 
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Kohlendioxyd |Garkrift in 


0 / 0 
nach | on 
1 Tage Gar. 


100,0| 100,0 





90,9 | 92,6 
93,1 | 94,2 
86,7 | 89,4 
80,0 | 84,3 


| 


94,6 | 91,7 


Bei den in Tabelle V u. VI enthaltenen Versuchen wurde 
mit PreBsiften gearbeitet, die weit wirksamer waren als die 
von Buchner seinerzeit verwendeten, und das mag auch eine 
der Ursachen sein, daB die Differenzen, welche die Zusatze der 
Essigsiure, namentlich am Anfange der Garung hervorgerufen 
haben, so geringfiigig sind. Bei den Versuchen Nr. 83 u. 84 
hat 0,08°/, Essigsiiure nach 24 Stunden einen 5,4°/,igen Ver- 
lust der Garwirkung verursacht, welcher im Verlaufe der Garung 
auf 8,3°/, sich erhédhte, wogegen 0,04°/, (Versuch Nr. 71 u. 
72) iiberhaupt nicht mehr geschadigt haben, sondern im Gegen- 
teil nach 24stiindiger Girung eine kleine Aufbesserung (um 


Diese giinstige Wirkung der Essigsaure 


diirfte nicht immer hervortreten, denn nach den Versuchen 























ad 





Einwirkung versch. Autiseptica auf die Enzyme des HefepreBsaftes. 223 


von M. Hahn und Geret') unterstiitzt gerade die saure 
Reaktion die Wirksamkeit der Endotryptase, wodurch indirekt 
die Zymase geschidigt werden muB. 

Betrachten wir weiter die Einwirkung kleiner Mengen 
Carbolsaéure auf den HefepreBsaft, so ersehen wir aus den Ver- 
suchen Nr. 65 u. 66, daB 0,07°/, Phenol die Girung viel 
weniger schidigt als 0,2 ccm Toluol, denn nach 24 Stunden 
macht sich eine Abnahme der Garkraft nur um 0,7°/, bemerk- 
bar (bei Toluol um 3,8°/,), welche nach 5 Tagen auf 2,8°/, (bei 
Toluol auf 9,3°/,) sich erhéht. Auch ein Zusatz von 0,12°/, 
Phenol (Versuch Nr. 77 u. 78) schidigt bei giirstarken PreBsiften 
das Garungssagens weniger als Toluol; die Abnahme betrigt 
nach 24 Stunden 6,9°/, (bei Toluol 9,1°/,) und sinkt nach 
5 Tagen auf 5,8°/, (bei Toluol auf 7,4°/,). Beim Vergleiche 
mit der Essigsiure erweist sich letztere in der Konzentration 
von 0,04°/, als etwas weniger schiidlich, bei 0,08°/, aber ist sic 
im Verhaltnisse zum Phenol, soweit aus den wenigen Versuchen 
geschlossen werden kann, wohl schadlicher; wahrscheinlich unter- 
stiitzt die Essigsiure wirksamer die Endotryptase in ihrer ver- 
derblichen Einwirkung auf die Zymase. 

5. Benzoe- und Salicylsiure. Die Einwirkung beider 
Sauren auf den HefepreBsaft wurde friiher nicht untersucht. 
Zur Feststellung der die Zymase zerstérenden Konzentration 
beider Antiseptica konnte man aus dem Grunde nicht ge- 
langen, weil sie in Wasser zu wenig léslich sind. Da sich ein 
Teil Salicylsaéure bei 22° in ca. 500 Teilen Wasser list, betrug 
das Maximum der erreichbaren Konzentration der Salicylsiure 
beiliufig 0,2°/,. Diese Grenze konnte bei Benzoesiure infolge 
gréBerer Léslichkeit bei weitem iiberschritten werden. Die Lés- 
lichkeit beider Siuren wird in ausgiebiger Weise durch eine ganze 
Reihe im PreBsafte vorhandener Verbindungen (z. B. fette Ole, 
Alkalicarbonate, Acetate und Phosphate) unterstiitzt; man 
konnte deshalb noch ein wenig iiber die Grenze ihrer Léslich- 
keit in Wasser hinausgehen. Die angefiihrten Antiseptica wurden 
in kleiner Menge heiBen Wassers gelést und diese Lésung mittels 
eines zur Capillare ausgezogenen Reagensglases tropfenweise 
zugesetzt. 


1) Zeitachr. f. Biol. 40, 148, 1900. 
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Durch die geringen Sauremengen, die in Wasser noch lés- 
lich sind, wird lebende Hefe sehr stark beeinfluBt; es geniigt 
z. B. nach H. Will’) und Heinzelmann®) 0,37 g Salicylsaure 
pro Liter, um Hefe unwirksam zu machen. Wehmer'’) stellte 
fest, da8 bei einer Konzentration von 0,1°/, beide Sauren die 
Entwicklung der Hefe, der Schimmelpilze und der Bakterien 
verhindern; manchmal ist es notwendig, eine doppelte Menge 
(0,2 °/,) anzuwenden, die aber in den meisten Fallen zur dauernden 
Asepsis auch leicht zersetzlicher, an der Luft frei stehender 
EiweiBlésungen geniigt. Die Ergebnisse der folgenden Versuche 
schlieBen daher die Mitwirkung von lebenden Protoplasma- 
splittern bei der zellfreien Garung abermals vollkommen aus; 
das Girungsagens mu8 enzymatischen Ursprungs sein. 


Tabelle VII. 

Garwirkung bei Toluol-, Benzoe- und Salicylsaure- 
zusatz und ohne jedes Antisepticum. 

Je 20 com frischer Saft aus Berliner untergiriger Hefe +-8 g Rohr. 

zucker -+- verschiedene Mengen Antiseptica, direkt oder in 10 ccm heiBen 

Wassers gelést zugesetzt. Temperatur 22°. 




















Zusatz von Antisepti- a Kohlendioxyd |Garkraft in 
Nr.} Datum cum 23 in g nach Tagen °/o — 
Art g DA ae 2 13 4 | 2 'tag Sehius 
was es _|_ /0 | ccm fe d. Gar. 
| eat obeem fod 
85 21. Juli0s} ohne — | —] 10 ]1,41 1,65 1,711,7 
86], * | — | —] 10 ]1;39 1,63 1,68 1,68]10%9 100.0 
87 e Toluol 0,174 0,44] 10 [1,30 1,46 1,54 1,59 | 
ss} »  0,174.0,44} 10 [1,29 1,45 1,53 1,57] 925 92.9 
89} ., | Benzoesiure 0,06 [0,15] 10 {1,16 1,37 1,42 1,49 e25| 870 
90} » v» 0,06 0,15} 10 /1,15 1,36 1,40 1,47 <P 
91 i. “ 0,08 [0,20 10 |1,07 1,22 1,32 1,37 76.41 80.3 
92], 2 0,08 (0,20) 10 11,07 1,22 1,31 1,36)“ *® 
93 . . 0,10 (0,25) 10 0,93 1,121,221,27] 6a) 24, 
4] ‘ (0,10 |0,25] 10 0,92 1,10 1,20 1,25) °°" | ‘> 
95 - Salicylséure 0,064/0,16} 10 [1,08 1,21 1,31 1,38 764| 90.9 
— a (0,064 0,16) 10 |1,06 1,20 1,30 1,37) |“ 
a si (0,085,0,21] 10 }0,87 1,06 1,21)1,24) 6) 4 70, 
9s], m (0,085'0,21] 10 }0,85'1,05 1,19 1,21) ©") ‘ 
49 * * 0,107,0,27] 10 [0,85 0,98'1,10 1,11 i an 
ae “ 0,107 0,27] 10 0,85 0,97,1,10 1,11] °» , 











) Zeitschr, f. d. ges; Brauwesen 16, 151, 411, 1893; 17, 43, 1894. 
2) Zeitechr. f. Spiritusindustrie 5, 458, 1882. 
3) Chem.-Zeitg. 21, 73, 1897; 23, 163, 1899. 
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Aus den Tabellen V, VI und VII sehen wir, daB die kleinste an- 
gewendete Konzentration — 0,09°/, Benzoesiure und 0,1 °/, Salicy]- 
siure — die Garkraft des HefepreBsaftes nur um 6,2 bzw. 10,2°/, 
(Versuch Nr. 67 u. 68 bzw. 69 u.70) schiidigt. Der Zusatz von 
0,15°/, Benzoeséure und diesem entsprechend 0,16°/, Salicylsiure 
ruft schon deutlichere Schadigung des Garungsagens hervor: 
um 10,6 bzw. 13°/, bei der Benzoeséure (Versuch Nr. 79 u. 80 
bzw. 89 u. 90) und um 15,7 bzw. 19,1°/, bei der Salicylséure 
(Versuch Nr. 81 u. 82 bzw. 95 u. 96). Durch 0,2°/, Benzoesiure 
(Versuch Nr. 91 u. 92) und 0,21°/, Salicylsiure (Versuch Nr. 97 
u. 98) gehen 19,7 bzw. 27,9°/, der urspriinglichen Garkraft ver- 
loren. 

Die héchstméglichen Konzentrationen der beiden Siéuren 
geben zwar auch die gréften Verluste an Garkraft, dennoch 
aber vermégen sie nicht die Garung zum Stillstande zu bringen, 
obzwar es Konzentrationen sind, die jedes Leben im HefepreB- 
saft ausschlieBen. Die urspriingliche Garkraft wurde durch 
0,25°/, Benzoesiure (Versuch Nr. 93 u. 94) um 25,9°/, und 
durch 0,27°/, Salicylsiure (Versuch Nr. 99 u. 100) um 34,7°/, 
erniedrigt. 

Aus den angefiihrten Versuchen lat sich im allgemeinen 
folgern, daB® ein Molekiil Salicylsiure die Giarkraft des Hefe- 
preBsaftes intensiver zu schidigen vermag als ein Molekiil Benzoe- 
siure; es ist dies begreiflich, wenn wir erwaigen, daB im Mole- 
kiil Salicylsiure auBer einer Carboxyl- auch noch eine Phenol- 
gruppe vorhanden ist. 

Durch die beiden Saiuren wird die Garkraft anfangs mehr 
geschadigt als nach der beendigten Girung; aber diese Diffe- 
renzen sind nicht sehr bedeutend, 3 bis 5°/,, hdchstens 8,0 
(Versuch Nr. 93 u. 94) bzw. 10,7°/, (Versuch Nr. 97 u. 98). 
Auffallenderweise ist diese Differenz bei Zusatz von 0,27°/, 
Salicylsiure (Versuch Nr. 99 u. 100) viel kleiner als bei einem 
Zusatze von 0,21°/, (Versuch Nr. 97 u. 98). Beim Vergleich 
der zwei letzten Doppelversuche zeigt sich, daB die Garwirkung 
am Anfange fast gleich ist (61,4 bzw. 60,7°/,) und erst im Ver- 
laufe der Garung die Differenz entsteht. Dies lat sich viel- 
leicht folgenderweise erkliren: Durch die angewendete Menge 
der Salicylsiure wurde die Grenze ihrer Léslichkeit im Hefe- 


preBsaft iiberschritten; somit konnte am Anfang nur jene Menge 
Biochemische Zeitchrift Band 18. 15 
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zur Geltung kommen, welche sich im Safte loste; durch den 
im Verlauf der Garung sich bildenden Alkohol, in welchem die 
Salicylséure leicht léslich ist, wurde die ungelést gebliebene 
Saure in Lésung gebracht und dadurch ein neuerliches Sinken 
der Garkraft herbeigefihrt. 

Mit Freude ergreife ich die Gelegenheit, hiermit Herrn Prof. 
Dr. E. Buchner meinen herzlichsten Dank auszusprechen, welcher 
die Anregung zu dieser Arbeit gab und mich mit wertvollen 
Winken bereitwilligst unterstiitzte. 


Zusammenfassung. 


1. Kleine Mengen Phenol (0,1°/,), die noch nicht im- 
stande sind, die Mitwirkung lebender Protoplasmasplitter aus- 
zuschlieBen, schadigen die Gairwirkung des HefepreBsaftes nur 
unbedeutend und viel weniger als die iibliche Toluolzugabe von 
0,2 com. Die 0,5°/,ige Konzentration, welche im PreBsafte 
schon jedes Leben aufhebt, verhindert noch nicht die Girung, 
setzt aber die Garkraft beiliufig um 40°/, der urspriinglichen 
herab. Durch eine 1,2°/,ige Konzentration des Antisepticums 
wurde die Zymase unwirksam gemacht. 

2. Die im HefepreBsafte noch léslichen Zugaben von Chloro- 
form (0,8°/,) schwachen seine Garkraft nur unbedeutend. Eine 
Erniedrigung dieser Konzentration (auf 0,5°/,) verursacht eine 
ausgiebige Erhéhung der Garwirkung, wogegen stirkere Zusatze, 
trotzdem sie sich nicht ganzlich auflésen kénnen, eine auffallende 
und unerwartete Abnahme der Garkraft veranlassen (um 64°/, 
bei 17°/, Chloroform). Héchstwahrscheinlich wird das Chloro- 
form im Verlaufe der Garung in Produkte zersetzt, die das 
Garungsagens des HefepreBsaftes schwer schadigen. 

3. Kleine Dosen Chloralhydrat (0,7°/,), die aber eine 
vollstandige Asepsis gewiahrleisten, lassen eine merkliche Besse- 
rung der Garkraft des HefepreBsaftes wahrnehmen (manchmai 
bis um 27°/,). Dieser giinstige Einflu8 wird namentlich bei 
den garschwachen Saften bemerkbar. Das Chloralhydrat schrinkt 
hierbei den schidigenden Einflu8 des proteolytischen Enzymes 
ein und unterstiitzt dadurch indirekt die Zymase. Demgegen- 
iiber vertragen die stark wirksamen Safte erhéhte Zugaben des 
Chioralhydrates besser als die girschwachen, die durch dieselben 
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sehr geschadigt werden. Die Zymase zerstérende Konzentration 
betragt 3,5 bis 4,5°/,. 

4. Die Benzoe- und Salicylsiure in der Konzentration 
von 0,1°/,, welche schon eine vollstindige Asepsis bewirkt, 
schadigt nicht allzusehr die Garkraft des HefepreBsaftes; erst 
die Zugabe von 0,2 bis 0,25°/, vernichtet 20 bis 35°/, der Gar- 
leistung. Dadurch, daB die Salicylsiure um eine Phenolgruppe 
reicher ist, wirkt sie immer viel verheerender. 

5. Bei der Mehrzahl der Versuche wurde die Beobachtung 
gemacht, daB die Antiseptica und darunter auch jene, welche 
den Gesamterfolg der Gairung erheblich aufbessern, anfangs un- 
giinstig einwirken, d. h. die Zymase zerstéren. Spiterhin wird 
aber auch die Endotryptase geschadigt, wodurch die anfangs 
bedrohte Girwirkung wieder eine Steigerung erfahrt. Hierfiir 
liefert das Chloroform und das Chloralhydrat die meisten Be- 
lege, bei welchen im Verlaufe der Garung regelmaBig die Gar- 
kraft um 25 bis 30°/, aufgebessert wurde. 

6. Alle diese Versuche liefern einen neuen Beitrag zur 
Widerlegung der Behauptung einiger Autoren, daB das Girungs- 
agens des HefepreBsaftes lebendige Protoplasmasplitter seien, 
und beweisen neuerdings, daB die Garung, die durch Hefepre8- 
saft hervorgerufen wird, enzymatischen Ursprungs ist. 


15* 





Zur Biochemie des Phasins. 
Von 
Otto Wienhaus. 


(Ans dem Institut fiir Pharmakologie und physiologische Chemie in Rostock. ) 
(Eingegangen am 19. April 1909.) 


I. Einleitung. 

Mehr als 20 Jahre sind verflossen seit der im Ko- 
bertschen Laboratorium erfolgten Entdeckung des ersten 
pflanzlichen Himagglutinins, des giftigen Ricins*), an die sich 
dann spiter noch die Auffindung dreier weiterer solcher ag- 
glutinierenden, nebenbei auch toxisch wirkenden Substanzen 
anschloB: des Abrins*), Crotins*) und Robins*). Wenn auch 
von den verschiedensten Seiten im Laufe der Jahre zahlreiche 
Forschungen iiber diese Stoffe unternommen worden sind, so 
hat die Zeitspanne von zwei Jahrzehnten doch nicht aus- 
gereicht, um endgiiltige Klarheit iiber das Wesen sowohl der 
Agglutination, als auch zumal der Agglutinine selbst zu ver- 
breiten. 

Zur Isolierung des Ricins glaubte Jacoby °) in einem Prozesse, 
dessen wesentlichsten Faktor, abgesehen von dem fraktionierten 
Aussalzen mit Ammoniumsulfat, die Verdauung mit Trypsin 
bildet, endlich ein Mittel gefunden zu haben. Das nach seiner 
Methode gereinigte Ricin hatte seine typische Giftigkeit voll 


1) H. Stillmark, Uber Ricin. Diss., Dorpat 1887; verbessert 
und vervollstindigt enthalten in Arb. d. pharmakol. Inst. zu Dorpat 


8, 1889. 

2) H. Hellin, Der giftige Eiwei8k6rper Abrin und seine Wirkung 
euf Blut. Diss., Dorpat 1891. 

3) Elfstrand, Uber  blutkérperchenagglutinierende LEiweiBe. 
Gérbersdorfer Veréffentlichungen 1, 1, 1898. 

*) C. Lau, Uber vegetabilische Blutagglutinine. Diss., Rostock 1901. 

5) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 46, 28, 1901. 
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bewahrt, ebenso sein Agglutinationsvermégen fiir rote Blut- 
kérperchen. Trotzdem die Lésung eine hohe Giftkonzentration 
besa8, gab sie keine EiweiBreaktionen; jedoch wurde anderer- 
seits merkwiirdigerweise das gereinigte Ricin durch Trypsin 
schnell zerstort. 

Doch bald darauf traten wieder Verteidiger der Eiwei8natur 
des Ricins auf den Plan: die Amerikaner Osborne, Mendel und 
Harris’), die die Versuche Jacobys einer scharfen Kritik unter- 
zogen, besonders beziiglich der Reinheit seines Ausgangsmaterials 
und der negativen EiweiBreaktionen seiner reinen Ricinlésung, 
die nach ihrer Meinung, trotz Jacobys Gegenbehauptung, zu ver- 
diinnt war. Zur Reindarstellung ihres Ricins verzichteten sie auf 
die Verdauung und wandten nur umstindliche, rein chemische Tren- 
nungsverfahren an. Als reines Ricin sprachen sie ein auf diesem 
Wege gewonnenes Albumin’) an, das, leicht léslich, iiberaus 
kraftige Gift- und Blutwirkungen entfaltete. Schon 0,001 mg 
pro Kilo Kaninchen geniigte als tédliche Dose; ferner riefen 
selbst noch Verdiinnungen von 1: 100000 in verdiinnten Blut- 
suspensionen in einigen Augenblicken totale Agglutination her- 
vor. Dieses reine Ricin wurde bei der Koagulation durch Hitze 
(65°) unwirksam und war mit Trypsin schnell und véllig verdaubar. 

Unentschieden ist auch die Frage nach der Einheit- 
lichkeit der pflanzlichen Agglutinine, z. B. beim Ricin, in 
welcher Beziehung die Giftwirkung zum Agglutinationsver- 
mégen steht. 

DaB es tatsachlich kraftig wirkende pflanzliche Hamagglutinine 
gibt, die einer toxischen Wirkung entbehren, daB also Agglutinin- 
toxoide ganz getrennt fiir sich vorkommen, geht aus zwei un- 
langst gemachten Entdeckungen hervor: zunachst wurde durch 
Landsteiner und Raubitschek*) das Vorhandensein von 
Stoffen agglutinierender Eigenschaft in den Samen von un- 
giftigen Papilionaceen, in Bohnen, Erbsen, Linsen, Wicken fest- 
gestellt; sodann wurden von v. Eisler und v. Portheim‘) 


1) Americ. Journ. of Physiol. 14, Nr. 1, 1905. 

2) Die Seroagglutinine scheinen dagegen nach verschiedenen Autoren 
mit den Serumglobulinen in Zusammenhang zu stehen. 

3) Centralbl. f. Bakt. 45, Heft 7, 1908. 

4) Zeitschr, f. Immunitatsforschung u. experim. Therapie 1, Teil, 
Abt. 1, 1908, 151. 
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analoge ungiftige Substanzen in den Samen einiger Datura- 
arten aufgefunden. Damit diirfte denn auch wohl die Frage 
nach der Einheitlichkeit jener zugleich mit toxischem Vermégen 
ausgestatteten pflanzlichen Agglutinine ihrer Beantwortung 
auBerst nahe geriickt sein. 

Diese Entdeckung von Landsteiner und Raubitschek 
gab nun zu der vorliegenden Arbeit die Veranlassung. Die 
Versuchsergebnisse der beiden Autoren werden darin einerseits 
bestatigt, andererseits nicht unwesentlich erganzt und erweitert. 
Die zahlreichen Versuche, deren Protokolle ich hier nur zum 
kleinsten Teile wiedergebe, sind teils von Prof. Kobert, 
teils von mir selbst ausgefiihrt worden. Es sei mir gestattet, 
auch an dieser Stelle meinem hochverehrten Lehrer, Herrn 
Professor Kobert, fiir seine vielfachen Anregungen und fiir 
seine weitgehende liebenswiirdige Unterstiitzung meinen er- 
gebensten Dank auszusprechen. 


11. Uber die Untersuchungen von Landsteiner und 
Raubitschek,') 

Landsteiner und Raubitschek stellten die Extrakte, 
welche die von ihnen in den Samen von Bohnen (Phaseolus), 
Erbsen (Pisum), Linsen (Ervum) und Wicken (Vicia) 
nachgewiesenen, dem Ricin verwandten Stoffe enthielten, in 
folgender Weise dar. 

Das aus den von ihren Schalen sorgfaltig befreiten Samen durch 
méglichst feine Zerkleinerung erhaltene Pulver wurde mit dem 5fachen 
Volumen physiologischer Kochsalzlésung versetzt und 24 Stunden im 
Eiskasten belassen. Hierauf wurde koliert und filtriert, bis das Filtrat 
leicht getriibt und opalisierend erschien. Resultat eines Titrations- 


versuches: 











Art des Extraktes 
Blutart ————— ——$$—___—________— 
Bohnen Erbsen Linsen Wicken 
Mensch 800 40 | 2 20 
Pferd 16000 128 64 | 498 
Kaninchen 8000 1000 | 2000 200 
Schaf 1600 4 0) 4) 
Taube 32000 | schwach | schwach 400 
Karpfen 800 400 | 200 | 10 
Frosch 400 es | @ | 8 





1) Centralbl. f. Bakt. 45, Heft 7, 1908. 
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Die Zahlen driicken die Verdiinnung aus, in der die verwendeten 
Extrakte (je 1,0 ccm) die betrefiende Blutart (je 0,5 ccm einer 5°/,igen 
Aufschwemmung) eben noch deutlich (mikroskopisch) agglutinierten. 

Die beiden Autoren ermittelten ferner, da8 aus den Ex- 
trakten 

1. bei schwachem Ansauern ein Niederschlag ausfallt, der 
nur wenig Agglutinine enthalt, wahrend deren Hauptmenge im 
Filtrate sich findet; 

2. durch Alkohol die agglutinierenden Substanzen gefiallt 
werden und bei ihrer Neulésung keine betriachtliche EinbuBe 
an Wirksamkeit zeigen; 

3. die agglutinierenden Substanzen durch Ammoniumsulfat 
aussalzbar sind. Die Agglutinine dialysieren nur schwer, aber 
leichter als Ricin. Gegen Salzsiure und Soda scheinen die 
Stoffe ziemlich resistent zu sein. 

Das Bohnenextrakt iibt eine pracipitierende Wirkung auf 
Serum aus: 

















Bohnen- | Hiihner- | Pferde- 

extrakt serum serum 
1,0 1,0 _ sehr starker Niederschlag 
1,0 0,5 - starker Niederschlag 
1,0 0,1 — deutliche Triibung 
1,0 a 1,0 deutlich getriibt 
1,0 _ 0,5 deutlicher Niederschlag 
1,0 —_— 0,1 deutlich getriibt 





Peritoneale Verabreichung von Bohnenextrakt an Tiere 
lieferte folgendes Ergebnis: 








Tier Gewicht pore og | Wirkung 

Maus mittel 2,0 iiberlebt 
” ” 2,0 ” 

. 2,0 tot nach 4S Std. 

" 1,0 iiberle!it 
" - 0,1 ‘ 
Meerschweinchen | ca. 300g 2,0 ° 
Ratte ca. 100g 2,0 is 
Kaninchen ca. 1500 g 3,0 - 











Eintraufeln der Extrakte in den Bindehautsack des Ka- 
ninchenauges brachte keine Reizerscheinungen hervor. 
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III. EKigene Priifung verschiedener Papilionaceensamen auf 
ihren Gehalt an Himagglutininen. 


Gewinnung der Extrakte. Von ihren Schalen nicht 
befreite Samen wurden in einer Handmiihle méglichst fein zer- 
mahlen, mit dem 5fachen Volumen 0,9°/,iger Kochsalzlésung 
und, je nach der Menge, mit 1 bis 2 ccm einer Konservierungs- 
fliissigkeit, gew6hnlich Toluol, versetzt; das Ganze tiichtig durch- 
geschiittelt und 18 bis 24 Stunden lang in kiihlem Raume 
stehen gelassen. Sodann vorgenommene Filtration lieferte eine 
in der Regel ein wenig getriibte, opalisierende, je nach der 
Farbe der Samenschalen gefairbte Fliissigkeit (Stammlésung), 
zu deren eventueller Verdiinnung physiologische NaCl-Lésung 


gebraucht wurde. 
Protokoll eines Agglutinationsversuches mit der Stamm- 
lésung von weiBen Bohnen. Probeobjekt: Mit 0,9°/,iger NaCl-Lisung 
hergestellte 5°/,ige Aufschwemmung von defibriniertem Hundeblut. 
I. 5 com Suspension als Kontrolle ohne Zusatz 
Il. ‘ ‘ +- 1 com Stammlésung 
III. . & B xy 
IV. + 3 
V. +" ; 
Vi. + *ro 
VII. + */10 
VIII. + 1/4, 
IX. + */s0 
X. +"ee » 
XI. +*/100 
XII. n + roo » 


Beginn der Agglutination macht sich bei II bis IV sofort, bei 
V bis X nach 5 Minuten bemerkbar. Nach 4 Stunden folgender Be- 
fund: Bei II bis VII ist véllige Agglutination eingetreten: einzelne 
Kliimpchen haingen an der Wand des Glases, der bei weitem gréBte Teil 
der Blutkérperchen ist am Boden zu einem kompakten Klumpen zu- 
sammengeballt, der sich beim Umkehren des Glases nicht wieder auflést. 
Das Filtrat ist klar, mikroskopisch frei von einzelnen Blutkérperchen. 
Bei VIII bis XII ist, gradatim absteigend, die Agglutination partiell: 
der Bodensatz zerteilt sich beim Umkebren des Glischens minder oder 
mehr wieder; das Filtrat ist leicht bis stark rot getriibt und enthalt mikro- 
skopisch unverklebte Blutkérperchen. In I keine Spur von Agglutination. 

Bei allen Proben ist geringe Himolyse eingetreten, jedoch ist diese 
nur als Fiulniserscheinung anzusehen, denn auch das Serum der Kon- 
trolle ist deutlich gerétet. (Das Blut war nicht mehr ganz frisch.) 
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Ergebnis: In einer 5°/,igen Hundeblutsuspension wird, 
berechnet auf Bohnensubstanz als Einheit, noch bei einer Ver- 
diinnung 1: 300 innerhalb 4 Stunden totale Agglutination herbei- 
gefiihrt. Die Grenze fiir die partielle Agglutination ist bei der 
Verdiinnung 1:6000 noch nicht erreicht. Da doch nicht die 
ganze Bohnenmasse aus Agglutinin besteht, sondern da letzteres 
héchstens der EiweiBmenge (25°/,) entsprechen kann, ja wohl 
nur einen verschwindend kleinen Teil der BohneneiweiSsubstanz 
ausmacht, so ist durch vorstehenden Versuch erwiesen, daB 
dieses Gift in viel, viel gréBerer Verdiinnung als 1: 300><4 
noch totale und in einer gréBeren Verdiinnung als 1:6000>< 4 
noch partielle Himagglutination hervorruft. 

Gleichartige Untersuchungen wurden nun an folgen- 
den Samen mit folgenden Ergebnissen vorgenommen: 

(Siehe Tabelle S. 234 u. 235.) 

Es bedeutet: -+- Agglutination in geringem MaBe; — Ausbleiben 
derselben auch trotz mebhrstiindigen Wartens; T totale, P partielle Ag- 
glutination. Die arabischen Ziffern geben die Verdiinnungen berechnet 
auf ganze Samensubstanz als Einheit an; sie bedeuten keine Grenzwerte, 
d. h. maximale Verdiinnungen, bis zu denen man iiberhaupt gehen kann, 
sondern sie driicken die mehr oder weniger weit vor den Grenzen liegen- 
den Werte aus, bei denen in den jeweiligen Versuchsreihen in 5°/,igen 
Blutsuspensionen noch totale bzw. partielle Agglutination beobachtet 
wurde. Die rémischen Ziffern bezeichnen die Stundenzahl, nach deren 
Verlauf das betr. Resultat abgelesen wurde. 

Obgleich die Wartezeiten, nach deren Verlauf der Befund 
erhoben wurde, auBerer Umstainde wegen nicht immer gleich 
lang waren und schon aus diesem Grunde der Wert der Ta- 
belle nur ein bedingter ist, so geht doch aus dieser mit Sicher- 
heit hervor, da8 von simtlichen Samen diejenigen von 
Phaseolus vulgaris am kraftigsten wirken, wie dies auch 
schon von Landsteiner und Raubitschek auf Grund ihrer 
Versuche hervorgehoben wurde. Im Gegensatz zu den beiden 
Autoren konnte fiir die Vicia-Arten bei Karpfenblut keine 
(allerdings wurde auch hier wie in den allermeisten anderen 
Fallen allein das makroskopische Bild in Rechnung gezogen), 
bei Hammelblut dagegen wohl eine, wenn auch nicht betriacht- 
liche Agglutination beobachtet werden. 

Extrakte aus Hiilsen von Schotenerbsen, aus jungen 
griinen Bohnen, aus Leinsamen fihrten keine Veranderung 
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an Hiihnerblutkérperchen herbei. Desgleichen zeigte sich ein 
Auszug aus den Samen von Cassia absus wirkungslos gegen- 
iiber dem Blut von Katze, Kaninchen, Huhn. Gelegentlich 
zum Vergleiche angestellte Versuche mit Extrakt aus Abrus 
precatorius lieferten, wie nicht anders zu erwarten war, ein 
positives Resultat fiir die gepriiften Blutarten: Schwein, Katze, 
Rind, Huhn, Taube. Die Vermutung, daB die Samen von 
Cassia absus wie die von Abrus precatorius wirken wiirden, hat 
sich nicht bestatigt. 


IV. Darstellung und Priifung des Phasins, d.h. des Bohnen- 
agglutinins’) in gereinigterer Form. 
1. Darstellung. 

Wegen der relativ bedeutendsten Wirksamkeit ihrer Ex- 
trakte wurden die weiBen Bohnen (Phaseolus vulgaris) zu einem 
eingehenden Studium ausgewahlt. Als Ubelstand erwies sich 
einerseits die leichte Zersetzbarkeit der Ausziige durch Faulnis- 
erreger trotz Zusatz des Antisepticums, andrerseits war mit 
einem ungleichmaBigen Agglutiningehalt der verschiedenen Aus- 
ziige zu rechnen, da doch das Bohnenmehl nicht jedesmal vdillg 
gleich feinpulvrig gemahlen und auBerdem die Extraktionszeit 
nicht immer gleich (18 bis 24 Stunden) bemessen werden konnte. 

Zwar ergab sich kein Unterschied im Wirkungswerte bei 
verschiedener Konzentration aber gleicher Einwirkungszeit der 
zum Auszug verwendeten NaCl-Lésung, wie aus folgendem Ver- 


suche hervorgeht: 

Je 10 g feingemahlener Bohnen werden mit 500 ccm einer 0,9°/, igen 
und einer 11°/,igen Kochsalzlésung 24 Stunden lang extrahiert. Priifung 
mit 5°/,iger Kaninchenblutsuspension: Beide Stammlésungen wirken 
stark und, wie es scheint, in gleichem MaBe. Darauf wird 10fach verdiinnt, 
d. h. der 11°/,ige Auszug mit Aq. dest., der 0,9°/,ige mit 1°/,iger NaCl- 
Lésung. Von diesen zwei Verdiinnungen (Bohnensubstanz 1:500) wirken 
in vollsténdig gleicher Weise je 2 ccm auf 5 ccm der Blutsuspension 
binnen 1 Stunde villig agglutinierend (1:1750), je 1 com aber nicht ganz 
total (1:3000). 


1) Der Name ,,Phaseolin“ konnte dem agglutinierenden Prinzip der 
Bohnen nicht gegeben werden, da er schon von Osborne und Clapp 
(Americ. Journ. of Physiol. 18, Nr. 3, 1907 und Zeitschr. f. analyt. Chem. 
48, Heft 2, 1809) einem aus den Bohnen isolierten, von ihnen rein 
chemisch untersuchten, krystallisierbaren EiweiBkérper beigelegt 
worden ist. Ferner pa8t Phasin besser zu Abrin, Ricin, Crotin. 
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Nun lie8 sich aber leicht ermitteln, da8 eine mit physio- 
logischer Kochsalzlisung gewonnene Stammlésung das Bohnen- 
pulver natiirlich nicht erschépft, d.h. nur einen Bruchteil des 
in den Bohnen vorhandenen agglutinierenden Stoffes enthilt. 
Es wurde namlich der Filterriickstand, von dem die Stamm- 
lésung abfiltriert war, noch einmal ausgezogen, und zwar mit 
11°/,iger NaCl-Lésung (250 ccm auf urspriinglich 50 g Bohnen). 
Bei Priifung auf 5°/,ige Suspension von Menschen-, Pferde-, 
Hundeblut zeigte sich innerhalb weniger Minuten selbst auf Zu- 
satz von nur */,, com des Auszugs (-/- */,, ccm Aq. dest.) zu 5 ccm 
Blutaufschwemmung (Verdiinnung 1:300) totale Agglutination. 

Auf eine quantitative Gewinnung des Phasins aus den 
Bohnen habe ich keine Miihe verwandt, da das Ausgangs- 
material ja billig ist. Wohl aber kam es mir darauf an, fiir 
viele Versuche ein gleichmaBig wirkendes Praparat zu erhalten. 
Infolgedessen wurden, um ein solches Praparat von einiger- 
maBen konstantem Gehalt an Agglutinin zu finden, folgende 
Trennungsverfahren durchgepriift. 

A. Mit Saure. 20 ccm Bohnenstammlésung, welche mittels 
physiol. ClNa-Lésung gewonnen worden war, -|- 3 Tropfen verdiinnter 
Salzsiure geben einen voluminésen Niederschlag (N), der durch Filtrieren 
abgetrennt wird. Das Filtrat, neutralisiert, wirkt noch stark aggluti- 
nierend. Weitere Tropfen von Salzséure fallen aber nichts mehr (und 
weniger als 3 Tropfen waren ungeniigend). Wird nach der Salzsiure 
auch noch gesittigte NaCl-Lésung zugesetzt, so ergibt sich noch eine 
minimale Fallung. Diese mu8 also wohl eine wirksame Substanz ent- 
halten, setzt jedoch nicht ab. Der Niederschlag (N), in physiol. Koch- 
salzlésung suspendiert, wirkt ebenfalls noch agglutinierend, birgt also 
auch wirksame Stoffe in sich, aber wohl nur, weil jeder voluminése 
Niederschlag unser Gift teilweise mit niederreiBt. Immerhin geht bei 
dieser Methode der Abscheidung stets etwas von der wirksamen Sub- 
stanz verloren. Sie wird daher nicht weiter benutzt. 

B. Mit destilliertem Wasser. Die mit Aq. dest. im Verhilt- 
nisse 1:2, 1:3 bis 1:10 versetzte mittels physiol. CINa-Lésung gewonnene 
Stammlisung gibt eine voluminése Fallung. Selbst aber bei 1:10 findet 
sich sowohl im Filtrat als auch im Niederschlag reichlich Agglutinin. 
Es scheint also ein wirksames Globulin (im Niederschlag) und ein wirk- 
sames Albumin (im Filtrat) vorhanden zu sein; oder die wirksame 
Substanz hingt locker teilweise am Albumin und teilweise am Globulin 
der Bohnensubstanz. Wiederholung bestatigt diesen Befund. Dabei 
stellt sich ferner heraus, da8 das Globulin ohne Albumin in 0,9°|,iger 
NaCl-Lésung schlechter léslich ist als in konzentrierter. Extrahiert man 
Bohnenpulver (oder das noch zu besprechende Mercksche Praparat) 
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mit destilliertem Wasser und setzt diesem spiter die erforderliche Menge 
ClNa zu, um eine 0,9°/,ige Kochsalzlésung zu erhalten, so wirkt diese 
weniger stark als wenn man mit 0,9° ,iger ClNa-Lésung ausgezogen hat. 
Ferner 148t sich hinterher aus dem Filterriickstand noch mittels physiol. 
NaCl-Lésung Gift ausziehen. Letzteres faillt beim Verdiinnen der Lésung 
mit der zehnfachen Menge Aq. dest. wieder aus. Damit ist ebenfalls 
bewiesen, da8 ein Teil des Agglutinins sich als Albumin und ein anderer 
als Globulin gewinnen laBt. 

C. Mit Alkohol. 50 ccm Bohnenstammlésung —- 50 ccm Alkohol 
(96°/,) geben eine voluminése Fillung. Das klare Filtrat entba!t nichts 
Wirksames; es zeigt nach Zusatz sowohl von Alkohol als von physiol; 
NaCl-Lésung leichte Opalescenz; nach Einengung la6t sich durch 
1. Mayers, 2. Millons, 3. Esbachs Reagens, 4. durch die Biuret- 
reaktion die Anwesenheit einer EiweiSsubstanz (wohl Albumose) nach- 
weisen, aber deren Menge ist minimal; sie erweist sich ferner als un- 
wirksam. Sie wird durch Alkohol und Ather nur schwer ausgefillt. 
AuBerdem enthilt das Filtrat, ebenfalls sparlich, Salze und Zucker. Auf 
jeden Fall kann man durch diese Methode gewisse unwirksame Stoffe 
wegreinigen. Daher wurde diese Methode der Abscheidung aus dem 
mittels physiol. ClNa-Lésung gewonnenen wirksamen Auszug zur Dar- 
stellung der festen wirksamen Substanz benutzt. Die beiden (cf. B.) 
wirksamen Stoffe sind im Niederschlage enthalten und bedingen, dab 
dieser, in 50 ccm physiol. NaCl-Lésung gelést, gerade so stark aggluti- 
nierend wirkte wie die Stammlésung. Der Niederschlag lést sich aber 
selbst beim Verdiinnen auf 100 ccm nicht mehr ganz, weil durch zwdlf- 
stiindiges Stehen unter Alkohol die Léslichkeit (nicht aber die Wirksam- 
keit) abgenommen hat. Zur weiteren Reinigung werden 90 ccm der 
»Suspension“ (entsprechend 45 ccm Stammlésung) wiederum 44 mit 
Alkohol versetzt und nach 16 Stunden filtriert. 

Dieser Filterriickstand enthielt also nun die sémtlichen in der 
Stammlésung vorhanden gewesenen agglutinierend wirkenden Substanzen 
sowie eine nicht unbetriichtliche Menge von unwirksamen EiweiBstoffen. 
Die agglutinierenden, welche zunichst als ein Gemisch eines 
Albumins und eines Globulins erscheinen, nenne ich zu- 
sammengenommen Phasin. 

Beim Trocknen des Filterriickstandes im Vakuum werden sie mit 
den unwirksamen EiweiBstoffen zusammen als feines weiBes Pulver ge- 
wonnen. Lést man dieses jetzt in physiol. ClNa-Lésung, so bleibt die 
Hauptmenge der unwirksamen Stoffe auf dem Filter, wiahrend das 
Phasin ins Filtrat iibergeht. Wir werden weiter unten erfahren, daS 
es durch Abverdauung noch weiter vom anhaftenden EiweiB gereinigt 
werden kann. 

Nachdem ich mittels obiger Methode C mir wiederholt 
Priparate von immer gleicher Wirksamkeit hergestellt hatte, 
hat Prof. Kobert durch die Firma Merck ein solches Bohnen- 


giftpriparat in den Handel bringen lassen, welches als Aus- 
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gangsmaterial fiir die Gewinnung von reinem Phasin recht be- 
quem ist. Ich werde dieses Priiparat sowie die von mir selbst 
in analoger Weise dargestellten Pulver im nachstehenden viel- 
fach zu erwahnen haben. 

Aus dem Gesagten ergibt sich, daB die Wirksamkeit 
des reinen Phasins in allen unten folgenden Ver- 
suchen naturgemaB viel, viel starker ist als die an- 
gegebenen Zahlen, weil diese sich ja stets auf das trocken 
gewogene Gemisch wirksamer und unwirksamer Substanz be- 
ziehen. 

Der Einfachheit halber bezeichne ich im folgenden jedes 
von mir benutzte phasinhaltige nach obiger Methode gewonnene 
Pulver kurz mit B-A-P (Bohnenagglutininpraparat). 


2. Wirkung auf verschiedene defibrinierte Blutarten. 


1. Mensch. Sowohl frisches als bis zu 2 Tagen altes Blut von ge- 
sunden Menschen kam zur Verwendung. Aus verschiedenen Versuchs- 
reihen ergab sich, daB totale Agglutination noch nachweisbar ist bei 
einem Zusatze von 0,5 mg B-A-P (enthalten in 1 com Filiissigkeit) zu 
5 ccm Blutsuspension*), also bei einer Verdiinnung 1 B-A-P:12000. Die 
Grenze liegt zwischen 1:12000 und 1: 24000. 

Fiir die partielle Agglutination konnte ein einheitlicher Grenzwert 
nicht konstatiert werden. Das eine Mal war schon bei Verdiinnung 
1:35000 nichts mehr von Verkleben der Erythrocyten wahrzunehmen ; 
ein anderes Mal dagegen trat noch bei 1:48000 teilweise Aggluti- 
nation ein. 

Vielleicht beruht diese Verschiedenheit der Ergebnisse darauf, da8 
im ersten Falle B-A-P von Merck, das schon etwa '/, Jahr lang ge- 
lagert hatte, im zweiten Falle ziemlich frisches, se?bst dargestelltes 
B-A-P benutzt wurde. — Die Ergebnisse wurden erst nach 15 bis 
17 Stunden abgelesen; méoglicherweise waren sie schon nach 4 Stunden 
ebenso ausgefallen. 

Von Interesse war es auch, foetales Menschenblut zu priifen. 
Es wurde gewonnen durch Auspressen aus den GefaBen einer frischen 
menschlichen Placenta. In der Suspension lieB sich auch hier noch bei 
einer B-A-P-Verdiinnung 1:12000 vollstaindige Agglutination erzielen. 
Die partielle wurde nur bis 1:22000 verfolgt. 


2. Pferd. Eine vollistindige Verklumpung der roten Blutkérperchen 
innerhalb 14 Stunden fand sich noch in der Probe, bei der zu 5 ccm 
Blutsuspension 1 ccm einer um das 8fache verdiinnten 1°/,igen filtrierten 
frischen Lésung von B-A-P zugesetzt war, also bei einer 48000fachen 
Verdiinnung des letzteren. 


1) Gemeint ist stets 5°/,ige, falls nicht anders angegeben. 
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Wie weit man in der Verdiinnung gehen kann, um eben noch par- 
tielle Agglutination hervorzurufen, wurde nicht ermittelt. 

3. Schwein. Totale Agglutination fiihrten herbei: 3 mg (gelést 
enthalten in 3 com) innerhalb 1 Stunde; Verdiinnung 1:2666; — 1 mg 
(in 1 com) innerhalb 24 Stunden; Verdiinnung 1:6000. Die Grenze der 
teilweisen Agglutination liegt bei 24stiindiger Wartezeit noch weit jen- 
seits von 1:12000, denn 0,5 mg vermochten innerhalb dieser Zeit noch 
ein fast vélliges Zusammenballen der roten Blutkérperchen in der Sus- 
pension hervorzurufen. 

4. Hund. Totale Agglutination brachten in 5 com der Blutsuspen- 
sion zuwege 

innerhalb weniger Minuten 10 mg B-A-P (in 1 ccm), 
»  Spatestens 1 Stunde 2 ,, _ tae = oe 
langstens 2Stundenl , . 2 wh 


” 


entsprechend also Verdiinnungen 1:600; 1:3500; 1:6000. Die Grenze 
der partiellen Agglutination war noch nicht erreicht bei 1:24000. 


5. Katze. Totale Agglutination erfolgte fast sofort bei einer Ver- 
diinnung 1:300. Dieselbe Wirkung innerhalb 41/, Stunden bei 1: 6000; 
binnen 18 Stunden bei 1:11000 und binnen 23 Stunden sogar noch bei 
1:60000. 

Versuche, die Grenze fiir die teilweise Agglutination der Suspension 
annahernd zu ermitteln, wurden nicht gemacht. 


6. Kaninchen. Bei Verdiinnung 1:3500 nach kurzer Zeit, bei 
1:7000 innerhalb 15 Stunden totale Agglutination der Suspension. Nach 
20stiindiger Wartezeit fand sich partielle Verklumpung noch bei 1 : 12000, 
nicht mehr bei 1 : 35000. 

7. Meerschweinchen. Zwei Versuchsreihen mit Liésungen von 
einerseits frischem, andrerseits 3 Monate altem, schlechter léslichem 
B-A-P. (Von letzterem wurde 48 Stunden nach dem Lésen das aus- 
gefallene Eiwei8 vor dem Gebrauche abfiltriert.) Es zeigte sich kaum 
ein Unterschied: bei den Proben mit frischem Material wurde bei einer 
Verdiinnung 1:6000 schon nach 3/, Stunden totale Agglutination kon- 
statiert; bei den anderen Proben wurde erst nach 5 Stunden abgelesen, 
und zwar dasselbe Resultat. Bei einer Wartezeit von 24 Stunden fand 
sich hier vollstindige Agglutination sogar noch bei 1:11000. 

8. Hammel. Wiahrend die bisher gepriiften Saugetierblutarten 
alle leicht agglutinierbar waren, zeigte sich bei Hammelblut ein anderes 
Verhalten. 

Ich priifte zunichst an einer Suspension von 2 Tage altem 
Hammelblut mit einer 6 Wochen alten, etwas faulig riechenden 1 °/,igen 
Lésgng von B-A-P, und zwar mit 1, 2, 3, 10, 20 mg B-A-P entsprechen- 
den Zusitzen. Nach 9 Stunden hatte sich in allen Glaschen ein Boden- 
satz gebildet; jedoch nur in der mit 20 mg B-A-P versetzten Probe 
zerteilte sich dieser Bodensatz bei gelindem Schiitteln nicht ganz, wie 
dies in den anderen Proben und in der Kontrolle geschah. Ob wirklich 
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auch in jenem Falle Agglutination vorlag, erschien ziemlich zweifelhaft. 
Erst nach 24 Stunden lieB sich mit einiger GewiBheit partielle Aggluti- 
nation erkennen, aber eben auch ausschlieBlich in der Probe mit 20 mg. 


Wiederholung des Versuchens mit ganz frisch bereiteter 1°/, iger 
Lésung von B-A-P ergab ungefihr dasselbe. Nach Verlauf von 
61/, Stunden zeigte sich nur in der mit 20 mg (in 2 ccm) versetzten 
Blutaufschwemmung etwas von Agglutination, indem sich hier allein 
der Bodensatz bei einmmaligem Umkehren des Glischens nicht ginzlich 
aufléste. Nach 24 Stunden konnte denn auch blo8 in dieser Probe von 
einer teilweisen Agglutination die Rede sein. 

Es reichen demzufolge selbst verhiltnismaBig hohe Dosen von 
B-A-P nicht aus, um 5 ccm einer Hammelblutsuspension vdllig zu ag- 
glutinieren, obendrein erfordert die partielle Agglutination, die eben noch 
bei 350facher Verdiinnung hervorgerufen werden konnte, eine ziemlich 
lange Inkubationszeit. 


9. Rind. Noch ausgeprigter war die Reaktionslosigkeit dieser 
Blutart. Trotz haufig wiederholter Versuche, selbst an noch warmem 
Blute, mit alten und mit frisch bereiteten Lésungen von B-A-P und 
Dosen bis zu 50 mg war es nicht méglich, in der Rinderblutsuspension 
mit einiger Sicherheit Agglutination hervorzurufen, wenn auch die Warte- 
zeit auf 24 Stunden ausgedehnt wurde. Kalbsblut zeigte die gleiche 
Erscheinung. (Von Abrusextrakt 1:5C geniigte dagegen 1 com, um eine 


sofort einsetzende, nach 1 Stunde totale Agglutination im Rinderblute 
zu erzeugen.) 


10. Huhn. 10 mg B-A-P (enthalten in 1 com Lésung) machten 
innerhalb 20 Minuten 5 ccm Blutaufschwemmung blutkérperchenfrei 
filtrierbar (Verdiinnung 1:600). Nach 20 Stunden fand sich noch bei 
12000facher Verdiinnung totale sehr feste Agglutination. Mit weiteren 
Verdiinnungen wurde nicht gepriift. 


1l. Taube. Auf Zusatz von 10 mg (1:600) ist aus 5 ccm Blut- 
suspension schon nach 5 Minuten ein klares Filtrat zu erhalten; bei 
1 mg (1:6000) desgleichen nach 1 Stunde 0,1 mg (in 1 com) bewirkte 
in einem Falle bereits nach 2 bis 3 Stunden, bei einer Wiederholung 
erst nach mehr Stunden eine totale Agglutination in 5 com Suspension; 
das bedeutet also eine 60000fache Verdiinnung. Bei einer solchen von 
1: 120000 trat allerdings keine Spur mehr von einer Verklumpung auf, 
selbst nicht in 20 Stunden. 


12. Sperling. Bei Verdiinnung 1:6000 rasch (15 Minuten) teil- 
weise, aber nur langsam (18 Stunden) totale Agglutination der Blut- 
suspension. 

13. Frosch. 9 ccm einer 2°/,igen Blutaufschwemmung -- 1 ccm 
(entsprechend 10 mg) B-A-P-Lésung (mithin Verdiinnung 1: 1000). Nach 
wenigen Sekunden begann zwar die Agglutination, fiihrte aber innerhalb 
3 Stunden nicht zur Bildung eines zusammenhingenden Koagulums. 

Biochemische Zeitechrift Band 18, 16 
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14. Fisch (Karpfen). Die Blutsuspension erwies sich als un- 
empfindlich gegen das Bohnenagglutinin, trotzdem sogar die geringe 
Verdiinnung 1:350 gewahlt wurde. Es stimmt in diesem Pankte somit 
das Karpfenblut mit dem des Rindes iiberein. 


3. Wirkung auf intakte rote Blutkérperchen. 


Intakte Erythrocyten wurden durch Absetzenlassen aus defibri- 
niertem Blute gewonnen, mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen 
und mit dieser dann aufgeschwemmt zu einer 21/,°/,igen Suspension, die 
ungefibr der 5°/,igen Suspension des defibrinierten Blutes entspricht. 

1, Pferdeblutkérperchen. In 5 com der Suspension bewirkten 
innerhalb 2 Stunden von B-A-P (in je 1 ccm gelést enthalten) 1 mg 
totale, 1/, mg fast totale, 1,30 mg noch geringe Agglutination. 

Die Grenze fiir die véllige Verklumpung liegt danach zwischen 1: 6000 
und 1:12000, diejenige fiir partielle nahe bei 1:180000. Bei ver- 
langerter Inkubationszeit wiirde mit der gré®ten Wahrscheinlichkeit auch 
hier, wie bei der 5°/,igen Blutsuspension nach 14 Stunden, noch eine 
Verdiinnung 1:48000 Total-Agglutination herbeigefiihrt haben. 

2. Kaninchenblutkérperche2n, Eine annahernde Grenzbestim- 
mung wurde nicht vorgenommen. 5 ccm der Aufschwemmung ergaben 
auf Zusatz von 1 com Lésung (entsprechend 1 mg B-A-P) nach 45 Minuten 
bereits ein klares Filtrat, d. h. die Agglutination war in diesem Falle 
total bei einer Verdiinnung 1: 6000. 

3. Hiihnerblutkérperchen. Bei einer Versuchsreihe mit 2'/,- 
°/,iger Suspension wurde nach 5 Stunden abgelesen: Totale Agglutination 
noch bei 1: 26666; Grenze fiir die partielle jenseits von 1: 60000. In 
einer anderen Versuchsreihe mit 5°/,iger Blutkérperchenaufschwemmung 
lieB sich nach 20 Stunden erkennen: Totale Agglutination noch bei 
1:12000; nicht unbetrachtliche partielle bei 1: 30000, ja sogar 1:60000. 
Auf zwischen 1: 12000 und 1: 30000 liegende Werte wurde nicht ge- 
prift. 

4. Karpfenblutkérperchen. Eine in 2 ccm physiol. Kochsalz- 
lésung enthaltene Menge von 20 mg B-A-P hatte nach 6 Stunden etwas 
Agglutinationahnliches in 5 com der Suspension hervorgebracht. Jedoch 
lie8 sich durchaus nicht mit Bestimmtheit diese Verinderung als 
echte Agglutination deuten, da sich ganz und gar nicht, in der ge- 
wohnlichen Weise ein fester Bodensatz gebildet hatte. Dem Fischblut- 
serum scheint demnach eine Agglutination verhindernde Kraft nicht 
innezuwohnen, sondern die Inagglutinabilitat liegt in Eigenschaften der 
Karpfenblutkérperchen selbst begriindet. 


4. Wirkung auf mit Formalin gehartete Erythrocyten. 


Versuch 1. Katzenblutkérperchen, 2 >< 24 Stunden in einem 
groBen Uberschu8 von 3,6°/,igem Formalin gehartet, dann durch Waschen 
vom Formalin befreit und in physiol. NaCl-Lésung 21/,°/,ig, also etwa 
5°/,igem Blute entsprechend, suspendiert. Glaschen I: 10 com Suspen- 
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sion als Kontrolle; Glischen II: 10 ccm Suspension -+- 1 ccm eincr 1 °/,igen 
B-A-P-Lésung. Nach 15 Stunden haben sich die Kérperchen in II voll- 
standig auf den Boden abgesetzt; in I sind sie auch gesenkt, aber weit 
weniger dicht. Nach Aufschiitteln fallen sie in II binnen wenigen Minuten 
zu Boden, in I dagegen erst nach Stunden. Ein zusammenhingender 
Kuchen, zu welchem die intakten Erythrocyten zusammengeballt zu werden 
pflegen, hatte sich jedoch nicht gebildet. 


Versuch 2. Katzenblutkérperchen, 4 Monate hindurch unter 
3,6°/,igem Formalin gehartet; sie bilden am Grunde des GefaiB8es einen 
braunen, festen Satz, von dem sich das Formalin bequem véillig ab- 
gieBen la468t und der sodann durch kraftiges Schiitteln und Losreiben mit 
einem Glasstabe mit physiol. Kochsalzlésung zu einer gleichmaBigen,; 
etwa 21/,°/,igen Suspension aufgeschwemmt wird. 


I. 5 ccm dieser Suspension zur Kontrolle ohne Zusatz 


= a “ m= ‘4 ccm B-A-P-Lésung (entspr. 20 mg) 
oe we os +2 ,, ‘i . « eas 
se a és 3 +1 , te ( 5 ») 
ic ae o ‘ +2 *” Cw» Ll ») 
2 a a ” oe PA ( . ei 
VII. 5 ,, a. pa t2,, ie ae 


Bei II bis IV sofortiger Beginn einer Art von Agglutination be- 
merkbar; nach 10 Minuten hat sich der gréBte Teil der Blutkérperchen 
als flockiger Niederschlag am Boden dieser Glischen abgesetzt, die iiber- 
stehende Fliissigkeit ist noch leicht braunlich getriibt. Nach 3 Stunden 
hat sich in allen Glaschen, auch in der Kontrolle, ein Bodensatz gebildet, 
der sich durch einfaches Umkehren der Glaschen wieder vollstandig lést, 
bei II bis IV darauf am schnellsten, in der Kontrolle am langsamsten, 
wieder sich zu Boden senkt. Nach 24 Stunden status idem. 


Versuch 3. Gleiche Blutkérperchen wie bei 2. 
I. 5 ccm der Suspension zusatzfrei, 

ae so Pa 2 com der B-A-P-Lésung (20 mg). 

Sehr bald sinken in II die Blutkérperchen zu Boden, eine nur 
leicht briiunlich getriibte Fliissigkeitsschicht iiber sich lassend. Nach 
1/, Stunde werden beide Proben filtriert: Bei I wird das Filter schwach 
braun gefarbt, das Filtrat ist dunkelbraun, stark triibe, fast wie vor dem 
Filtrieren. Bei II erhalt das Filter einen dicken, dunkelbraunen, glan- 
zenden Uberzug; das Filtrat ist nur etwas hellbraun getriibt. Diese 
Triibung setzt bald ab; die dariiberstehende Fliissigkeit ist klar. 


Ergebnis: Auch auf rote Blutkérperchen, die 2 Tage, ja 
auch auf solche, die 4 Monate lang mit 3,6°/,igem Formaldehyd 
gehartet wurden, iibt das Bohnenagglutinin eine Einwirkung 
aus. Diese zeigt sich namentlich in der Vermehrung der 


Senkungsgeschwindigkeit. GréBere zusammenhangende Ko- 
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agula werden nicht gebildet,’) es kommt nur zu einer geringen 
Verklebung, infolge deren die Blutkérperchen durch die Filter- 
poren allergréBtenteils nicht mehr hindurchgehen kénnen. 

Guyot’) fand u. a. auch fiir Bohnenagglutinin beziiglich 
der Agglutinabilitat und des Agglutinationsmodus keinen Unter- 
schied zwischen normalen und 24 Stunden lang mit Formalin 
geharteten Blutkérperchen. Fiir langer gehartete Erythrocyten 
mu8 nach vorstehendem ein derartiges vélliges Ubereinstimmen 
von der Hand gewiesen werden. 


5. Wirkung auf Stromata der Erythrocyten. 


Die bereits von Stillmark (I. c.) festgestellte, von v. Lieber- 
mann*) und Guyot*) neuerdings bestatigte Tatsache, daB den 
Angriffspunkt des Ricin-Agglutinins die Stromata der roten Blut- 
kérperchen bilden, lieB sich auch fiir das Bohnenagglutinin 
als giiltig erwarten. In diesem Sinne wurden folgende Versuche 
ausgefiihrt. 

Versuch 1. Von defibriniertem Kaninchenblute wird das Serum 
soweit als méglich abpipettiert, die zuriickbleibende Blutkérperchenmasse 
mit der zehnfachen Menge Aq. dest. versetzt, geschiittelt und einmal 
durch Papier filtriezt. Da die Stromata der Blutkérperchen nur zum 
kleineren Teile von einem gewoéhnlichen Filter zuriickgehalten werden, 
wiahrend der gréBere Teil in das rote Filtrat iibergeht, wurde meist von 
mir nicht filtriert, sondern der beim Stehen sich bildende weiBe Boden- 
satz verwendet, nachdem er mit physiol. NaCl-Lésung gemischt worden 
war. Von diesem werden nun aufgestellt: 

I. 5 ccm als Kontrolle, 
II. 5 ,, +2ccem B-A-P-Lésung (20 mg), 
i. Bo Ado ” (10 ,, ). 

Bei II und III sofort Bildung eines Niederschlages bemerkbar. 
Nach 24 Stunden in allen Glaischen ein Bodensatz, der sich bei I auf 
einmaliges Umkehren scheinbar gianzlich lést, so daB die Fliissigkeit ein 
volistandig homogenes Aussehen zeigt. Bei II und III wird durch die 
Prozedur der Bodensatz feinflockig in der Fliissigkeit verteilt und setzt sich, 
als diese verdiinnt wird, ziemlich schnell wieder ab als voluminése Masse. 
Durch Filtrieren gelingt es unschwer, den nahezu farblosen Niederschlag, 
d. h. die agglutinierten Stromata, zu isolieren. 


1) Dasselbe wurde von v. Liebermann (Sind Toxine Fermente? 
Deutsche med. Wochenschr. 1905, 1301) fiir Ricin beobachtet. 

2) Centralbl. f. Bakt. 48, Heft 3, 1908. 

%) Archiv f. Hygiene 62, Heft 4, 1907. 

*) Centralbl. f. Bakt. 48, Heft 3, 1908. 
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Versuch 2. Mit Bestandteilen des Hihnerblutes. 
I. 5 com Serum als Kontrolle, 
eee » +l cem B-A-P-Lésung (10 mg), 
Ill. 5 ,, einer unfiltrierten 5°/,igen Lésung von Blutkérperchen 
in Aq. dest. als Kontrolle, 
IV. 5 ccm dieser Lésung +-1 ccm B-A-P-Lésung (10 mg). 

Nach 24 Stunden sind I und I unverandert klar, ohne Bodensatz; 
bei IIT ist das Stroma feinkérnig ausgefallen; bei IV liegt am Boden ein 
kompaktes, fast weiBes Gerinnsel, bestehend also aus den agglutinierten 
Stromata. 

Versuch 3. Katzenblut wird durch Aq. dest. hamolysiert. Die 
dabei frei gewordenen Stromata werden isoliert und in Aq. dest. wieder 
suspendiert. I. 5 com dieser Suspension +-1 ccm physiol. NaCl-Lésung: 
Keine sichtbare Verainderung innerhalb 1 Stunde. II. 5 com der Suspen- 
sion -+- 20 mg geléstes B-A-P: Sofort entsteht ein ganz weiBer, keinen 
zusammenhangenden Klumpen bildender Niederschlag. III. 5 com der 
Suspension +- 1 mg B-A-P: Nach 1 Stunde ein voluminéser feinflockiger 
Niederschlag. Eine Wiederholung mit Suspension der Stromata in physiol. 
NaCl-Lésung fiihrt zu denselben Erscheinungen. In den Kontrollen (I) 
fallen die Stromata auch schlieBlich aus, aber ungemein viel langsamer 
und weniger flockig. 

Versuch 4. Stromata von Katzenblutkérperchen werden 2 Tage 
lang mit 3,6°/,igem Formalin fixiert und dann in physiol. NaCl-Lésung 
suspendiert. Ein Zusatz von gréBeren Dosen B-A-P bewirkt, daB das 
Stroma schon nach 5 Minuten zu sichtbaren Flocken zusammengeballt 
ist, wahrend es in der Kontrollprobe (Zusatz von 1 com physiol. NaCl- 
Lésung) nach dieser Zeit noch vollkommen fein suspendiert ist. 


Ergebnis: In ganz gleicher Weise, wie bei den seither 
bekannten pfianzlichen Agglutininen, bildet auch fiir das Bohnen- 
agglutinin der in destilliertem Wasser unlésliche Teil der roten 
Blutkérperchen, d.h. das Stroma, den Angriffspunkt bei 
der Agglutination. Isolierte Stromata zeigen jedoch gegen- 
iiber den intakten Erythrocyten den Unterschied, daB sie nicht 
zu einem kompakten Klumpen, sondern zu vielen kleinen Kliimp- 
chen zusammengeballt werden. Durch Formalin gehirtete 
Stromata bleiben dem EinfluB des Agglutinins auch noch unter- 
worfen. — In Hiihnerblutserum tritt keine Priacipitation in- 
folge der Anwesenheit kleiner Mengen von Bohnenagglutinin ein. 


6. Wirkung auf geléstes Himoglobin. 
In Lésungen von Hamoglobin, die vermittels Aq. dest. 
aus den roten Blutkérperchen dargestellt wurden, zeitigte ein 
Zusatz von B-A-P-Lésung niemals eine Wirkung; weder in Ge- 
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stalt einer Niederschlagsbildung, noch in irgendeiner anderen 
Weise. 

Ergebnis: Zu einer regelrechten Agglutination 
mit umfassender inniger Verklebung der Erythrocyten 
ist also deren Integritét erforderlich. Ob fiir die ab- 
weichende Erscheinung an den isolierten Stromata der Austritt 
des Hiaimoglobins verantwortlich zu machen ist, mu8, zumal 
dieses auf Phasin nicht reagiert, als sehr fraglich hingestellt 
werden. Vielmehr ist wohl hierbei zu beriicksichtigen, daB bei 
der Auflésung der roten Blutkérperchen nicht etwa eine quanti- 
tative Teilung in Hb und alles iibrige (— Stroma) erfolgt, 
sondern da8 wir bei dieser Auflésung drei Teile unterscheiden 
miissen: 1. das Hb, 2. das ausfallende Stromaeiwei8, 3. das in 
Lésung gehende Lecithin, welches wohl auch einen Teil des 
Cholesterins mit in Lésung halt. Das des Lecithins be- 
raubte StromaeiweiB verhalt sich aber den Aggluti- 
ninen gegeniiber ganz anders als die in den intakten 
Blutkérperchen vorhandene chemische Verbindung 
von Lecithin + Cholesterin -+- Stromaeiwei8. Bei der 


Hartung mit Formalin bleiben Lecithin und Cholesterin un- 
veraindert, aber das Stromaeiwei8B geht eine chemische 
Verbindung mit dem Formalin ein, welche seine physi- 
kalischen Eigenschaften schwer alteriert. 


7. Wirkung auf Eiterkérperchen. 


Vom Menschen stammender, 1 Tag alter Eiter wird mit 
physiol. Kochsalzlésung gewaschen und dann in solcher Lésung 
5°/,ig suspendiert. Zusatz von 2 bis 0,5 mg B-A-P (gelést) 
bewirkt innerhalb kurzer Zeit, nach deren Verlauf die Kontrolle 
noch unverandert ist, eine merkbare Zusammenballung der Eiter- 
kérperchen und baldiges Absetzen der Kliimpchen am Glas- 
boden. Aufschiitteln beseitigt die Erscheinung; sie kehrt jedoch 
nach 16 bis 20 Minuten zuriick. Also auch die Leukocyten 
werden durch das Phasin zu einer Art von Verklum- 
pung und zum schnellen Ausfallen aus der Suspen- 
sionsflissigkeit gebracht. 


8. Wirkung auf Zellbrei von tierischen Organen. 


1. Leberzellen. Vé®llig blutfreie Leberzellen einer Katze werden 
in physiol. Kochsalzlésung suspendiert und je 5 ccm dieses Gemisches in 
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Glaschen gefiillt. Wahrend 2 Glaschen als Kontrollen ohne Zusatz bleiben, 
werden zu drei anderen je 10,2 und 1 mg B-A-P (gelést) hinzugefiigt. Nach 
5 Stunden haben sich in letzteren Proben die Zellen zu einem zusammen- 
hangenden Klumpen vereinigt, der durch maBiges Schwenken nicht zu 
zerteilen ist; in den zwei Kontrollen ist jede Zelle einzeln geblieben 
Die Verklebung ist bei 10 mg sehr fest, bei 2 mg minder stark, bei 1 mg 
noch schwicher, hier auch nicht total. Energisches Umschiitteln zerteilt 
die Klumpen zwar, aber sie kleben nach 1/, Stunde am Boden wieder 
zusammen. Die mikroskopische Struktur dieser Zellen ist, im Gegensatz 
zu denen der Kontrollen, was die Peripherie der Zellen anlangt, gar nicht 
mehr zu erkennen, nur die Kerne sind noch erhalten. 

Ein analoger Versuch mit Hundeleberzellen (mit frischen so- 
wohl als auch mit 24 Stunden lang gehiarteten) lieferte ein analoges 
Resultat. 

Bei einem Versuche mit Hiihnerleberzellen erwies sich der Gly- 
kogengehalt als Hindernis gegen die Wirkung des Agglutinins. Erst als 
das Glykogen durch Auslaugen mit Wasser ziemlich beseitigt war, zeigten 
sich auch hier die eben beschriebenen Erscheinungen, jedoch nur auf 
Zusatz groBer Mengen (50 mg in 5 ccm gelést auf 5 ccm Zellsuspension) 
des B-A-P. (In diesem Falle gemachte Vergleichsversuche mit Lésungen 
von Ricin, Abrin, Crotin, Robin lieBen das Ricin wirksamer als das 
B-A-P erscheinen.) 

2. Nierenzellen. Ein junger Hund wird entblutet und aus den 
blutfreien Nierenzellen mit physiol. Kochsalzlésung eine Suspension her- 
gestellt. Davon je 5com. Mit 2 und 1 ccm einer 1°/, igen B-A-P-Lésung 
versetzte Proben lassen nach 1!/, Stunden starke Agglutination erkennen; 
in den Kontrollen keine Veranderung. 

3. Diinndarmschleimhautzellen. Aus dem Diinndarm desselben 
Tieres gewonnene Mucosazellen, in physiol. NaCl-Lésung suspendiert, 
zeigen auf Zusatz von 10 und 20 mg B-A-P zu 5 ccm nicht die geringste 
Beeinflussung, selbst nicht nach Verlauf von 24 Stunden. 


Ergebnis: Analog wie durch Ricin, Abrin, Crotin, Robin') 
werden die in physiol. NaCl-Lésung suspendierten Zellen ein- 
zelner Kérperorgane durch Phasin agglutiniert und 
veraindert. Dies wurde fiir Katzen-, Hunde-, Hiihnerleber- 
zellen und fiir Hundenierenzellen ermittelt. Glykogengehalt 
der Leberzellen wirkt hindernd auf die Beeinflussung, 24stiin- 
dige Hartung dagegen kaum. Auf Zellen der Diinndarmschleim- 
haut (des Hundes) vermag das B-A-P in vitro keine veraindernde 
Wirkung auszuiiben. Diese Resistenz des Darmepithels, die in 
anderer Weise fiir Abrin schon von Répin*) dargetan worden 


1) Lau, Uber veget. Blutagglutinine. Diss. Rostock 1901. 
*) Répin, Annales de |’Inst. Pasteur 9, 517, 1895. 
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ist, ist vielleicht auf den Gehalt an Mucin zuriickzufiihren, 
welcher somit eine von der Natur fiir diese funktionswichtigen 
Zellen und infolgedessen auch fiir den Gesamtorganismus ge- 
troffene Schutzeinrichtung bildet. 


9. Wirkung auf Milch. 


Von frischer roher Kuhmilch bleiben 5 ccm zur Kontrolle 
zusatzfrei; 3 andere Portionen von je 5ccm werden mit 2, 1, 
0,5 mg B-A-P (in Lésung) versetzt und alle Glaschen in den 
Thermostaten (387/,°C) eingesetzt. Innerhalb 1'/, Stunden 
zeigte sich keine Wirkung in Gestalt einer Gerinnung, wie diese 
nach Elfstrand und Lau auf Zusatz von Ricin, Crotin, Abrin 
zu der Milch eintritt. Ob gerade besonders die Milch der Kuh, 
deren Blutkérperchen als inagglutinabel erkannt worden sind, 
diese Resistenz gegen das Bohnenagglutinin besitzt, oder ob 
auch die Milch anderer Tiere sich ebenso verhalt, muB vorlaufig 
dahingestellt bleiben. 


10. Wirkung auf geléste EiweiBstoffe. 


Versuch 1. Von je 3 ccm (a, b, c) einer anscheinend klaren, 
serdésen, gelblich gefarbten Kniepunktionsfliissigkeit bleibt a ohne 
Zusatz, zu b wird 1 ccm physiol. NaCl-Lésung, zu c 1 ccm B-A-P- 
Lésung (entsprechend 10 mg) hinzugefiigt. 

Nach 48 Stunden bei a und b ganz geringer, bei c stérkerer Boden- 
belag, sonst keine Verainderung. Die Priifung der Bodensitze mit frischer 
Lésung von Guajaconsiure +- H,O, liefert Blaufirbung; die Bodenbelige 
bestehen demnach wohl nur aus Blutkérperchen, die bei c eine Aggluti- 
nation erfahren haben. 

Versuch 2. Zerriihrtes Hiihnereiwei8B wird mit physiol. NaCl- 
Lésung auf das doppelte Volumen verdiinnt und filtriert. Von diesem 
Filtrat bilden 5 com die Kontrolle, weitere je 5 ccm werden mit 2 com 
und 1 ccm B-A-P-Lésung (entsprechend 20 und 10 mg) versetzt. Selbst 
nach Verlauf von 24 Stunden ist keine Veranderung erkennbar. 

Versuch 3. 1,0 g Eukasin wird mit 100 ccm physiol. Kochsalz- 
lésung eine Zeitlang gekocht. Die Filiissigkeit erscheint gleichmaBig 
milchwei8 getriibt ohne erkennbare Partikel; sie reagiert neutral. Von 
dieser Lésung bleiben 5 ccm als Kontrolle ohne Zusatz, zu je 5 ccm 
werden 2 und 1 ccm B-A-P-Lésung (entsprechend 20 und 10 mg) ge- 
fiigt, weitere 5 com werden schwach alkalisch gemacht und dann mit 
2ccm (20 mg) B-A-P-Lésung versetzt. Nach 24 Stunden in keinem 
der Glaschen ein Niederschlag oder sonst irgendeine Veranderung. 


Ergebnis: Hatte schon das Hiihnerserum (s. 0.) sich als 
unbeeinfluBbar durch Phasin erwiesen, so zeigten dasselbe nega- 
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tive Verhalten ferner andere geléste EiweiSstoffe enthaltende 
Fliissigkeiten: seréses Exsudat, HiihnereiweiSlésung, 
Caseinlésung, indem hier weder eine Pracipitation noch 
eine Gerinnung eintrat. 







11. Wirkung des Bohnenagglutinins aufdas Williamssche 
Froschherz. i 
Frisch dargestellte Stammlésung 1:5 wird in einer Menge von 


3 ccm zu 150 com Ringerscher Lésung zugesetzt und durch das Herz 
langer als eine halbe Stunde durchgeleitet, ohne da8 sich eine merkbar 










schidigende Wirkung zeigt. Eher werden die Bewegungen des Herzens, A 
welches schon 11/, Stunden lang am Williamsschen Apparate geschlagen a: 
hatte, kriftiger. aa 
Ergebnis: Bohnenagglutinin in enormer Konzentration gL 
hat binnen */, Stunde auf das blutfreidurchstrémte Frosch- or 





herz keinerlei schadigende Wirkung. (Nach Stillmark 
(1. c.) ist auch Ricin ohne Einwirkung auf das blutfreie Frosch- j 
herz). 







12. Wirkung auf den ganzen lebenden Organismus. 


Der allgemein bekannten und bereits besonders betonten i 
Ungiftigkeit der Phaseolus-vulgaris-Samen entsprechen die Ver- i 
suchsresultate von Landsteiner und Raubitschek (I. c.), a 
nach denen weder durch Eintraufeln der Extrakte in den Binde- 
hautsack des Kaninchenauges Reizerscheinungen, noch durch 
intraperitoneale Einverleibung von Gramm-Dosen bei verschie- 
denen Tieren Allgemeinsymptome veranlaBt wurden (nur eine 
Maus starb 48 Stunden nach der Injektion von 2 g.) 

Bei unseren Versuchen mit B-A-P, gelést in physiologischer 
NaCl-Lésung, zeigte sich folgendes: 

I. GroBes Kaninchen (3200g; gravid.). Injiziert intravenés (Obr- 
randvene) am 1. Tag 40 mg (in 2 ccm), 2. und 3. Tag je 80 mg (in je 
4 ccm). 2 Stunden nach der letzten Injektion Tier noch normal. Am 
anderen Morgen tot. Sektionsbefund: In den Lungen zahllose schwarz- 
rote Stellen, die den Eindruck von Hamorrhagien (Embolien?) machen. 
Auch unter dem Perikard, entsprechend dem Verlauf der KoronargefaBe 
solche Flecke. Nierenrinde blaurot geschwollen. Einzelne kleine, zum 
Teil anscheinend iltere Blutaustritte in der Magenschleimhaut. 

Herzblut, sorgfiltig aufgefangen, wird prompt agglutiniert von relativ 
kleinen Dosen B-A-P-Lésung. 

If. Kleines Kaninchen (910g). Mit einer Zwischenpause von 
19 Stunden je 10 com einer 1°/, igen B-A-P-Lésung, also im ganzen 
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200 mg B-A-P, subcutan. Tod des Tieres 12 bis 24 Stunden nach der 
letzten Injektion. Sektionsbefund: Makroskopisch in der Lunge,; der 
Bauchmuskulatur, an der Mageninnenwand ganz beschrankte Hamorrhagien. 
Mesenterium intakt. Harn alkalisch, ohne Eiwei8, agglutiniert Schweine- 
blut nicht. 

III. Meerschweinchen (300 g). Subcutan 

am 1. Tage 5 com Lésung (entsprechend 5 mg B-A-P), 

» 2. und 3, Tag je 5 com Lésung (entsprechend je 50 mg B-A-P), 

» 4. Tag 10 ccm Lésung (entsprechend 100 mg B-A-P). 
Etwa 4 Stunden nach der zweiten Injektion 2 Foeten abortiert; All- 
gemeinbefinden aber anscheinend unverindert. Tod etwa 12 Stunden 
nach der letzten Einspritzung. Sektionsbefund: Im Mesenterium langs 
der GefiBe zahlreiche kleine Blutextravasate, desgleichen an der Innen- 
seite der Bauchwand. Sonst makroskopisch keine Verainderungen. 

IV. 2 Fréschen (Eskulenten) werden gleichzeitig je 100 mg B-A-P 
subcutan injiziert. Nach Verlauf von 24 Stunden der eine tot. Sektions- 
befund: Keine Verinderungen an den Organen. Der iiberlebende Frosch er- 
halt wiederum 100 mg subcutan und ist nach 2 Stunden tot. Sektions- 
befund: Unter der Serosa des Diinndarms zahlreiche, senkrecht zur Langs- 
axe des Darmes gerichtete Blutaustritte (GefaBverlegungen?). Mucosa des 
Darmes normal. 

V. Eine Kréte (Bufo cinereus) bekommt eine Subcutaneinspritzung 
von 150 mg B-A-P auf einmal, Nach 2 Stunden ist das Tier im Sterben; 
das Herz schligt nur noch schwach. Sektionsbefund: Blut aller Organe 
ist agglutiniert; die unter die Riickenhaut gespritzte B-A-P-Lésung ist 
ganzlich resorbiert. 

Aus diesen 5 Versuchen ersieht man, da8 durch enorme 
Dosen unserer Substanz sich wohl Giftwirkungen erzielen lassen, 
bei Warmbliitern, namentlich bei direkter Einspritzung ins Venen- 
system und bei Kréten auch subcutan. Indessen kénnen bei 
so groBen Dosen auch Nebenumstinde mitgewirkt haben, wie 
namentlich mechanische GefaéBverlegungen durch die trotz Fil- 
tration doch nicht immer védllig klaren Lésungen. Hier miissen 
durchaus noch weitere Versuche an recht verschiedenen Tier- 
arten gemacht werden. Uber diese wird spiater publiziert. 

DaB trotz groBer Dosen bei manchen Tieren keine Ver- 
giftung aber auch keine Bildung von Gegengift erfolgte, zeigen 
folgende Versuche: 

VI. Junge Katze (800 g). Subcutan an zwei aufeinander folgenden 
Tagen je 500 mg B-A-P. Der in dieser Zeit produzierte Urin ist klar, 
enth&lt weder Albumen noch Zucker und besitzt weder agglutinierende 
noch antiagglutinierende Eigenschaften. 2 Stunden nach der letzten In- 
jektion vélliges Wohlbefinden; das Tier wird entblutet. Das Blut ver- 
halt sich dem Phasin gegeniiber wie normales: in 5°/, iger Suspension 
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bei 6000 facher Verdiinnung des B-A-P innerhalb 5 Stunden alle Blut- 
kérperchen total verklebt; diese auch durch Extrakt aus Abrus preca- 
torius und aus Vicia hybrida agglutinabel. 

VII. Taube (mittleres Gewicht) subcutan injiziert am 

1. Tag 40 mg B-A-P, 
xs = s ‘ 
os » me - 
4. und 5. ,, je 250 mg B-A-P. 
Tier bleibt gesund, wird durch Entbluten getétet. Blut wird ebenso wie 
normales leicht agglutiniert. 

Ergebnis: Gerade Katze und Taube, deren Blutkérperchen 
in vitro ganz auBerordentlich empfindlich gegen das Phasin sind, 
blieben, trotzdem gerade ihnen die héchsten Dosen (1000 bzw. 
620 mg) verabreicht wurden, durch diese unbeeinfluBt. Auch die 
Bildung eines Antiagglutinins im Blute der Tiere zeigte 
sich nicht; ferner kam es nicht zu Ausscheidung von Agglutinin 
durch die Nieren. Und doch gelingt es selbst bei innerlicher Dar- 
reichung von Bohnen unter Umstanden deren Giftigkeit zu er- 
weisen. Nach Geh.-Rat Kellner’) starb ein Schwein, welches 
ausschlieBlich mit Bohnen gefiittert wurde, innerhalb kurzer 
Zeit. Da indessen fiir gewéhnlich wohl nie ein Tier und noch 
weniger ein Mensch ausschlieBlich Bohnenkost — und noch da- 
zu roh — genieBen wird, ist die Gefahr der Bohnenvergiftung 
der Haustiere und des Menschen fast Null. Selbst bei sub- 
cutaner Ejnverleibung sind heroische Dosen erforderlich, um 
toxisch zu wirken. Fiir die Landwirtschaftslehre ergibt sich 
von neuvem die Richtigkeit gemischter Kost. 


13. Immunisierungsversuche nach Cornevin. 


Von Cornevin?) ist berichtet worden, daS man durch 
zweistiindiges Kochen eines mit 10°/, igem Salzwasser gewonnenen, 
filtrierten Extraktes aus Ricinusélkuchen eiue Flissigkeit erhalt, 
die, Tieren subcutan eingespritzt, diese gegen Ricin immun 
mache. Auf diesem Wege ware also eine Immunisierung gegen 
Ricin, die nach der Ehrlichschen Methode doch immerhin 
schwierig und umstandlich ist, geradezu spielend leicht gemacht ; 
indessen hat wohl bisher, soweit ich mich orientieren konnte, 


1) Miindliche Mitteilung an Herrn Prof. Kobert. 
*) Annales agronomiques 23, 289; referiert in Biedermanns Centralbl. 
f. Agrikulturchemie 1898, 812. 
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keiner von den anderen Autoren, die iiber Ricin und Ricin- 
immunitaét gearbeitet haben, das Verfahren Cornevins nach- 
gepriift. Ich machte daher eigene Versuche. 


I. 1 g B-A-P wird mit 100ccm allerdings nicht 10°/, iger, sondern 
physiologischer NaCl-Lésung 2 Stunden lang gekocht, dann zur Aus- 
schaltung des durch das Kochen ausgefillten EiweiBes filtriert. Das 
Filtrat (F) reagiert auf die verschiedenen vorgenommenen EiweiBproben 
positiv, enthalt also einen modifizierten Eiwei®kérper, der durch das 
Kochen nicht ausgefillt worden ist. Reagensglischen mit je 5 ccm 
Kaninchenblutsuspension: 

I. Als Kontrolle ohne Zusatz, 
II. +1 cem von F, 
IiI.+1 , » F-+-1 mg B-A-P (in 1 cem), 
IV.4+5 , , F+l, i — 
V. +1 mg B-A-P (in 1 ccm). 
Sehr bald ist in III bis V Agglutination zu bemerken; sie ist nach 
4 Stunden vollstindig. Bei I und II keine Veranderung. 

II. Um einem eventuell zu erhebenden Einwande, daB doch ein 
Antiagglutinin gebildet sein kénne, daB diesem aber Zeit gelassen werden 
miisse, sich in den Blutkérperchen zu verankern, zu begegnen, wurden 
je 5 com Blutsuspension versetzt mit 5 com F und dazu erst nach 
17 Stunden wirksame B-A-P-Lésung hinzugefiigt. Es zeigte sich, daB 
die gekochte Lisung die Agglutination durch das ungekochte B-A-P auch 
in diesem Falle nicht hindert, ja sie sogar, nach einem Vergleiche mit 
Kontrollproben zu urteilen, etwas begiinstigt. 

III. Einem Kaninchen (1600 g) werden im Laufe eines Vormittags 
30 com der gekochten Lésung F in 2 Portionen an verschiedenen K6rper- 
stellen unter die Haut gespritzt. 20 Stunden nach der letzten Injektion 
wird das ganz normale Tier, welches nur geringe Mengen Eiwei8 im Harn 
ausgeschieden hat, durch Entbluten getitet. Das Blut wird defibriniert 
und in 5°/, iger Suspension mit einer 1°/, igen filtrierten aktiven B-A-P- 
Lésung versetzt. Gleichzeitig werden zum Vergleiche Proben mit der 
Blutsuspension von einem anderen Kaninchen angesetzt. Selbst bei Ver- 
diinnung 1: 3500 erfolgt anstandslos Agglutination, und zwar bei beiden 
Blutsuspensionen in gleichem MaB8e innerhalb gleicher Zeitriume. 

IV. Wie fiir Ricin, Abrin, Crotin bekannt ist, ruft das Immun- 
serum in einer Lésung des betrefienden Giftes eine flockige Ausfallung 
hervor. Eine derartige Erscheinung trat nicht ein, als 2 ccm Serum des 
Kaninchen (III) mit 1 ccm wirksamer 1°/, iger B-A-P-Lésung versetzt 
wurden. 

Ergebnis: Durch 2 stiindiges Kochen einer 1°/, igen Lésung 
(in 0,9°/, iger NaCl-Lésung) von B-A-P wird letzteres unwirk- 
sam gemacht, ein agglutinationshemmender Stoff wurde 
durch das Kochen nicht erhalten. Ebenso wenig kann 


bei einem Kaninchen durch Injektion von 30 ccm der gekochten 
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Lésung binnen 20 Stunden eine Immunitat gegen das himagglu- 
tinierende Prinzip der Bohnen erzielt werden. 

Eine in derselben Weise vorgenommene Priifung mit Ricin- 
jésung (in physiologischer NaCl-Lisung) zeitigte ein analoges 
negatives Resultat. 











14. Verhalten des Phasins gegeniiber der Erhitzung. 


Hier ist zu unterscheiden, ob trocknes oder feuchtes Erhitzen statt- 
findet. 

1. Lésung des B-A-P, 1°/,ig in physiologischer Kochsalzlésung. 

Von dieser jedesmal eine Quantitit im Reagensglase auf dem Wasser- p 

bade erhitzt und nach dem Erkalten zu den Suspensionen von Blut oder 

Blutkérperchen gesetzt. Ich gebe aus einer Zahl von Versuchen folgende 

Zusammenfassung (++ bedeutet Agglutination, — keine Wirkung): i 

90 Minuten auf 65° Kaninchen + i 

60 . » 74° bis 76° - + i 

225 =, » 75° 80° 3 “4. y 4 





























30 “ » 75° , 80° Katze-+ - ae 

30 —=C«, , 72° . 82° Schwein -! a 

30 - - 84° , 86° Katze — . Bi! 
BN. gti ane ve ' = 

1 =, » 85° , 87° Meerschweinchen!) — | 

i te » 87° , 88° Katze + a 

30 _ » 85° , 90° Schwein + Ai 

10 ‘ » 100° Schwein —, Kaninchen —, Katze — 4 
Ergebnis: Man sieht, daB erst bei iiber 90° die 4 
Grenze liegt, bei welcher Phasinlésungen ihre Wirk- - 
samkeit innerhalb kurzer Zeit verlieren. Ein Wider- | 
spruch findet sich insofern in den Versuchsergebnissen, als ein- A 
mal schon nach */, stiindigem Erhitzen auf 84° bis 86° Katzen- a 
blut nicht mehr agglutiniert wurde, wahrend bei einer anderen 
i 


Probe, bei der die Temperatur */, Stunde lang zwischen 85° / 
und 90° erhalten wurde, sich noch ein positiver Ausfall fiir Ht). 
¥ 





Schweineblut ergab. Die Tatsache, daS nach 10 minutigem 
Erhitzen auf 85° bis 87° 1 ccm der unverdiinnten Lésung (ent- 
sprechend 10 com B-A-P) innerhalb 15 Stunden Katzenblut noch a1 
total agglutinierte, wohingegen selbst 3 ccm der nur 10 fach ver- | 
diinnten Lésung (also entsprechend 3 mg) innerhalb 24 Stunden 
Meerschweinchenblutkérperchen auch nicht einmal spurweise zur 
Verklebung brachten, lehrt, daS durch das Erhitzen die Wirk- B} 














1) Allerdings bei 1 bis 3 ccm der 10 fach verdiinnten 1°/, igen Lésung. 
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samkeit allmihlich herabgesetzt wird. Mit absoluter Sicherheit 
werden durch Siedetemperatur die gelésten Agglutinine in 
kurzer Zeit zerstort. 

2. Trockenes Erhitzen. 





Erhitzung Totale Agglutination 
iz i Blutart } 


nach wieviel | bei welcher 
Stunden | Verdiinnung 


Temperatur Dauer 





100° 


| Keninchen 7 1: 6000 
110° a 23 | 1:1200 

110° bis 113° 4 Tage ‘s — _ 
123° | 25 Minuten i 19 1: 600 

123° bis 130° | 21/,Stunden Huhn 15 1: 200 








Ergebnis: Das B-A-P nahm zwar durch den Erhitzungs- 
proze8 einen braunen Farbenton an und erlitt mit steigender 
Temperatur an Léslichkeit und, wie aus der Tabelle hervor- 
geht, an Wirksamkeit allmahlich EinbuBe, ging aber selbst 
bei einer nicht allzu lange wahrenden Temperatur- 
steigerung auf 133° seiner Wirkung nicht ganz ver- 
lustig. Wohl hatte jedoch diesen Effekt eine 4 Tage hindurch 
fortgesetzte Erhitzung selbst auf 110° bis 113°. 


15. Verhalten des Phasins gegeniiber verdauenden 
Enzymen. 

Pepsin, Trypsin und Papain, entweder in Aq. dest. oder in Gly- 
cerin 1°/, ig gelést, auf Wirksamkeit gepriift durch Kontrollproben mit 
Fibrinflocken. Die Pepsinlésung wurde angesiuert mit HCl, die Trypsin- 
lésung alkalisch gemacht mit Alkalicarbonat. Gewdéhnlich wurde je 1 com 
der Fermentlésungen zu 9 oder 10 com B-A-P-Lésung gesetzt, die 9, bzw. 
90, bzw. 100 mg B-A-P entsprachen. Die Proben wurden bis zu 4 Tagen 
im Thermostaten (38° bis 39°) belassen; in einem Versuche wurden sie 
im AnschluB an 3 taitigen Warmebadaufenthalt noch weitere 4 Tage bei 
Zimmertemperatur dem Einflusse der Fermente ausgesetzt. Das Resultat 
wich von dem der iibrigen Versuche nicht ab. 


Ergebnis: Es stellte sich heraus, daB in keinem Falle 
die Anverdauung durch Pepsin, Trypsin und Papain 
auf die agglutinierende Wirksamkeit des Phasins zer- 
stérend einwirkt. Denn wurde von den Fiiissigkeiten 
1 bis 2 com abgenommen und (die Trypsin und Pepsin ent- 
haltenden wurden vorher neutralisiert) zu 5 ccm Blutsuspension 
gesetzt, so ergab sich stets prompte und, den Mengen des B-A-P 
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entsprechend, kraftige Totalagglutination. Bei einer genaueren 
quantitativen Untersuchung lieB sich ermitteln, daB B-A-P, 
welches 4 Tage lang der Trypsinwirkung unterworfen war, noch 
in Verdiinnung 1:13332 eine 5°/,ige Meerschweinchenblut- 
suspension binnen 24 Stunden total agglutinierte; desgleichen 
trotz 4tagiger Pepsineinwirkung bei 1: 6666 vollig, bei 1: 13332 
fast vollig. 

Der in dem B-A-P wirksame Phasinkomplex ist 
also bei Anwesenheit von iiberschiissigem EiweiB ver- 
dauungsbestandig, so wie er sich auch bis zu einem 
gewissen Grade als relativ thermostabil dokumentiert 
hat. Die aktive Substanz konnte sogar aus der Verdauungs- 
fliissigkeit durch Fallung mit Alkohol (48) wieder abgeschieden 
werden und erwies sich beim neuen Lésen in physiologischer 
Kochsalzlésung als wirksam auf Schweine- und Taubenblut, 
auch wenn man die Verdiinnung 1:6000 (berechnet auf die 
urspriingliche Menge von B-A-P) wahlte. Falls man von Eiweif 
voéllig befreites Phasin Verdauungsenzymen aussetzt, wird der 
Ausfall vielleicht ein ganz anderer sein, da offenbar die ge- 
bildeten Eiwei8verdauungsprodukte schiitzend wirken. Uber 
diesen Punkt miissen neue Versuche gemacht werden, die ich 
hierdurch nur andeuten will. 

Es wire wohl verfehlt, aus diesem Verhalten gegen Er- 
hitzung und Verdauung bindende Schliisse fiir oder gegen die 
EiweiBnatur des Bohnenagglutinins zu zieben, widersprechen 
sich doch noch bei dem nach diesen Richtungen hin wesentlich 
eingehender untersuchten Ricin- und Abrinagglutinin die 
Meinungen. Wir kénnen uns vorsichtig nur dahin aussprechen, 
daB das Phasin sich zwar stets bei der Darstellung 
wie ein Eiwei8 verhalt, in Wahrheit aber vielleicht 
entweder eine eiweiBahnliche Substanz oder ein Enzym 
ist, das wie andere Enzyme sich leicht an EiweiSsubstanzen 
anhaftet. 


16. Verhalten des Phasins gegeniiber Konservierungs- 
mitteln. 


Ein schadigender Einflu8 des Toluols, das in den meisten, 
und des Chloroforms, das in manchen Fillen angewandt 
wurde, um den Eintritt von Faulnis hintanzuhalten, wurde 
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nicht beobachtet. Fluornatrium, welches die Wirkung von 
bakteriellen Agglutininen und Hamolysinen aufhebt, affizierte 
das Bohnenagglutinin ebensowenig. 

Versuch: Katzenblut 10 ocm-- physiologische NaCl-Lésung 165 ccm 
+-4°/, Fluornatriumlésung 25 ccm. I. 10 com dieses Gemisches als 
Kontrolle ; II. 10 com Gemisch -+- 1 ccm B-A-P-Lésung (10 mg). Nach 
15 Stunden in II totale Agglatination. 

Inwiefern durch Formalin die Agglutination leidet, wenn 
seiner Einwirkung die agglutinable Substanz, die Blutkérperchen, 
unterworfen wird, wurde oben ausgefiihrt. Beziiglich des 
Effektes des Formaldehyds auf das Phasin der Bohnen’) ergab 
sich folgendes: 

Versuch. 1°/,ige B-A-P-Lésung mit 3,6°/,igem Formalin 4a ver- 
setzt; nach 3 Tagen gepriift. Innerhalb 20 Stunden vermochten sowohl 
1 com, als auch 1/, und 1/; cem dieser Fliissigkeit (entsprechend 5; 2,5; 1 mg 
B-A-P und 18; 9; 3,6 Formalin) in 6 ccm einer 21/,°/,igen Kaninchen- 
blutkérperchen-Suspension vollstandige Agglutination hervorzubringen. 

Im Gegensatz zu diesen Resultaten stehen indessen die 
Ergebnisse eines anderen Versuches. Danach wurde mit einer 
B-A-P-Lésung, die mindestens 3 Wochen lang unter Formalin 


gestanden hatte, in Kaninchenblutsuspension selbst bei einem 
Verhiltnisse 15 mg B-A-P: 5 ccm Suspension innerhalb 17 Stunden 
keine Agglutination erzielt. 

Wir diirfen aus dem Angefiihrten wohl schlieBen, daB 
kurzdauernde Einwirkung geringer Mengen von Form- 
aldehyd das Phasin nicht schadigt, langdauernde 
aber wohl. 


Verhalten gegeniiber Wasserstoffsuperoxyd. 

Eine 1°/,ige B-A-P-Lésung wurde versetzt mit 3°/,igem H,O, 44; 
nach 4 Tagen hatte sich ein dickflockiger, weifer Niederschlag aus- 
geschieden, die Fliissigkeit erschien opalisierend und roch unangenehm. 
Die Wirksamkeit wurde gepriift an je 5 ccm einer 5°/,igen frischen 
Kaninchenblutsuspension, und zwar wurde einerseits 1 ccm aus der 
opalisierenden Fliissigkeit abgehebert, andrerseits 1 ccm entnommen, 
nachdem durch Umschiitteln der Niederschlag wieder fein in der Lésung 
verteilt war. Nach 16 Stunden fand sich in beiden Fallen totale Agglu- 
tination der Blutkérperchen. Wasserstoffsuperoxyd vermag danach die 
agglutinierende Wirkung des B-A-P nicht zu beseitigen und das Agglu- 
tinin nicht auszufillen. 


1) Nach Guyot (Centralbl. f. Bakt; 47, Heft 5, 1908) schadigt 
Formalin das Himagglutinin von Bakterien nicht. 
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Eine Wiederholung, bei welcher eine 1°/,ige B-A-P-Lésung 
erst 2 Wochen und dann 6 Wochen lang mit der gleichen Menge 3°/, igen 
neutralisierten Wasserstofisuperoxyds am Licht gestanden hatte, ergab 
keine Schidigung der Agglutinationskraft. 

Ergebnis: Toluol, Chloroform, Wasserstoffsuper- ‘tf 
oxyd, ja selbst Fluornatrium und kurzdauernde Ein- 4 
wirkung von Formaldehyd (3,6°/, ig) schadigen das Phasin 
kaum. 





















17. Einflu8 verschiedener isotonischer Neutralsalz- 
lésungen auf die Wirkung des Phasins. 





Versuch 1. Katzenblut, je 1°/,ig suspendiert in 0,9°/,iger NaCl- 
Lésung (A) und in damit isotonischer Lithiumsulfatlésung (B): 
I. 20 cem von A zur Kontrolle, 
a ° 
lil. 19 , » A-+l1ccm B-A-P-Lésung (10 mg), 
20 «io Debt « " (10 , ). 

Bei III und IV fast gleichzeitig binnen 2 Stunden totale Agglu- 
tination. Bei I und II allmibliches Absetzen der Blutkérperchen ohne 
die geringste Himolyse oder Agglutination. 

Versuch 2. 5°/,ige Katzenblutsuspension, teils mit physiologischer 
NaCl-Lésung (A), teils mit 2,55°/,iger Jodkaliumlésung hergestellt: 

I. 5cem von A zur Kontrolle, 














eS we a 

1.5 , , A-+1ccm B-A-P-Lésung (10 mg), 
IV. 5 ” » B+l, n (10 ,) 
2 ee Se . G@ .o} 





I und II setzen gleich langsam klar ab. Bei III und IV beginnt 
die Agglutination sofort und ist innerhalb gleicher Frist total. Bei V 
nach 3 Stunden nicht ganz vollige Agglutination. 

Ergebnis: Das Phasin entfaltet seine Wirksamkeit 
also auch, wenn das Blut statt mit physiologischer 
Chlornatriumlésung mit der isotonisch konzentrierten 
Lésung eines anderen Neutralsalzes aufgeschwemmt 
wird. 
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18. Abspaltung des Phasins aus dem Agglutinat. 


Versuch 1. Durch vollkommen neutral reagierende B-A-P-Lésung f | 
agglutinierte Erythrocyten aus 5 ccm einer 5°/,igen Kaninchenblut- 
suspension werden mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und 
mit leicht durch HCl angesiuerter physiologischer NaCl-Lésung durch 
Schiitteln zu einer braunen Flissigkeit gelést. Neutralisieren mit Kalium- 
carbonat bis zur spurweisen alkalischen Reaktion erzeugt in dieser einen 
Biochemische Zeitschrift Band 18. 17 
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braunen Niederschlag, der abfiltriert wird. Das Filtrat wird zu gleichen 


Teilen zugesetzt zu 


I. 5 com Kaninchenblutsuspension I 5/oig. 


II. 5 , Hiihnerblutsuspension 

Bei I bald Agglutination bemerkbar. Nach 15 Stunden bei I totale, 
bei II partielle Verklumpung. 

Wiederholung mit mehr Agglutinat lieferte ein Filtrat, nach dessen 
Zusatz auch bei Hiihnerblutsuspension unmittelbar beginnende, nach 
1/, Stunde totale Agglutination eintrat. 

Versuch 2. Agglutinat von Kaninchenblut mit physiologischer 
NaCl-Lésung gewaschen, darauf mit Aq. dest. himolysiert. Die Himo- 
giobinlésung, vom Stroma abfiltriert und mit einigen Tropfen konzen- 
trierter Kochsalzlésung versetzt, ergibt nichts von Agglutination auf 
Zusatz von Kaninchenblutkérperchen. Aus den fast entfirbten Stromata 
auf dem Filter mit angesiuerter Kochsalzlésung hergestellte Solution 
wirkt, neutralisiert, auf zugesetzte Kaninchenblutkérperchen augen- 
blicklich total agglutinierend. 

Versuch 3. Agglutinat von Kaninchenblut, gelést in physio- 
logischer Kochsalzlésung, die 1 Tropfen Natronlauge enthalt. Neutrali- 
sieren mit schwach saurer 0,9°/,iger NaCl-Lésung l46t einen braunen 
Niederschlag entstehen. Die von diesem abfiltrierte Fliissigkeit wirkt 
weder auf Hiihnerblutsuspension noch, schwach alkalisch gemacht mittels 
Natriumcarbonat, auf zugesetzte Kaninchenblutkérperchen agglutinierend. 

Analoge Versuche wurden mit einem durchaus neutral reagierenden 
Ricinpraparat gemacht und zeitigten analoge Resultate. 


Ergebnis: v. Liebermanns') Angabe, da aus ricin- 
agglutinierten Blutkérperchen das Ricin durch Salzsiure vom 
Stroma wieder abspaltbar ist, wurde in jeder Hinsicht be- 
statigt. Das zu benutzende Ricinpraparat braucht jedoch nicht, 
wie v. Liebermann fiir wichtig halt, von saurer Reaktion zu 
sein. Einem neutralen B-A-P entstammendes Phasin 
kann in ganz analoger Weise durch verdinnte Salz- 
séure aus seiner Verbindung mit dem Stroma wieder 
frei gemacht werden und erweist sich dann sowohl 
der betreffenden als auch einer beliebigen anderen 
Blutart gegeniiber als wirksam. Damit ist bewiesen, 
da8 das Phasin nicht spezifisch wirkt, denn sonst kénnte 
aus dem Kaninchenkérperchenagglutinat nur Kaninchenphasin 
wieder herausgelést werden. Durch Natronlauge kann das 
Agglutinin aus seiner Vereinigung mit dem Stroma nicht gelést 
werden; dies hat v. Liebermann fiir das Ricin ganz richtig 


1) Arch. f. Hygiene 62, Heft 4, 1907. 
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angegeben; es gilt genau ebenso auch fiir Phasin. Aus diesen 
Versuchen den SchluB zu ziehen, das Phasin kénne 
kein Enzym sein, weil Fermente nicht in den von ihnen 
gebildeten Endprodukten enthalten sein diirfen, erscheint mir 
nicht richtig, da ja méglicherweise das Phasin, Ricin usw. 
nur adsorbiert und mechanisch mit niedergerissen werden. 
Solches Mitniedergerissenwerden gehért aber gerade 
zu den wesentlichen Eigenschaften der Enzyme. 


19. Anteil von Komplementen an der Agglutination. 


5 ccm frisches Meerschweinchenblut werden auf dem Wasserbade 
1/, Stunde lang auf einer Temperatur von 56 bis 57° erhalten, um das 
in dem Serum befindliche Komplement unwirksam zu machen. Durch 
diese Prozedur sind nun gleichzeitig die roten Blutkérperchen affiziert 
worden, jedoch gelingt es, durch Zusatz von 1 ccm 1°/,iger B-A-P- 
Lésung zu 5 ccm einer 5°/,igen Aufschwemmung dieses Blutes eine fast 
momentan beginnende Koagulation der Stromata hervorzurufen. (Kontroll- 
versuch mit unerhitztem Blute liefert starke echte Agglutination.) War 
also schon vorher, zumal bei den Versuchen mit den geharteten serum- 
freien Erythrocyten eine Beteiligung des Komplementes an dem Agglu- 
tinationsvorgang auszuschlieBen, so geht aus diesem Versuche mit Sicher- 
heit hervor, daB das Agglutinin der Bohnen zu seiner Ver- 
ankerung der im normalen Serum jederzeit enthaltenen 
Komplemente nicht bedarf. Das Phasin verankert sich ohne 
jedes Mittelstiick direkt an die Blutkérperchen. Dazu stimmt, 
da8 serumfreie mehrfach gewaschene Blutkérperchen z. B. von Kaninchen, 
Katze, Meerschweinchen usw. stets prompt agglutiniert wurden. 


20. Aus anderen Bohnen rein dargestellte phasinartige 
Pulver. 


Aus den Extrakten der Samen von Phaseolus vulgaris, 
Spielart Wachsbohne (Flageolet), ferner von Soja hispida 
und von Vicia Faba, Saubohne, wurden nach der fiir das 
B-A-P angewandten Methode Pulver gewonnen. Deren Agglu- 
tinationsvermégen lat folgende Tabelle (S. 260) erkennen. 


a) Das Wachsbohnen-Agglutinin enthaltende Pulver wirkte 
also auf Kaninchenblut und Hammelblut kraftiger als B-A-P; auBerdem 
agglutinierte es deutlich Kalbsblut, spurweise Karpfenblut. Auf letzteres 
wirkte es in hoher Konzentration himolytisch. Es pracipitierte nicht 
seréses Exsudat, Hiihnereiweiflésung, neutrale und alkalische Eukasin- 
lésung. Es verlor seine Wirksamkeit nicht durch 35tagiges Aufheben 
unter Formalin (3,6°/,) und unter Wasserstofisuperoxyd (3°/,); monate- 
lange Trockenaufbewahrung schien es etwas zu schadigen. 

17* 
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Pulver aus 
Blutart . npn Ginateaalinibitinncesitalininaniieliioieiti —- nl — 
Wachsbohne Sojabohne Saubohne 
, Tb 1: ~ | P 1:12000- reg 
Mensch XVII | 8. unten 


Katzenblut- : , 
kérperchen T 1:60000 XV 





RP as ~'P 1:35000 P 1:70000 P 1:3500\ T 1:1200 


Kaninchenblut- | T fast 1:6000 | P 1:35000_ 
VI VI 


| 1 1:12000 | P 1:60000 — 
Meersch weinchen XXIII XXIII 


- 4 T 1:6000 | P 1:60000 
os xXx XXIII 


Karpfen Spur ae ej 1:450 





Karpfenblut- 
kérperchen | 

b) Das Sojapriaparat war in physiologischer Kochsalzlésung recht 
wenig léslich. Die Suspension wirkte unfiltriert bei einem Versuche auf 
menschliches Placentarblut in 3 Stunden partiell agglutinierend bei Ver- 
diinnung 1:1100. Bei einem anderen Versuche agglutinierte sie weder 
filtriert noch unfiltriert Blut vom erwachsenen Menschen. Karpfenblut- 
kérperchen mit und ohne Serum blieben unbeeinfluBt. Kaninchenblut 
zeigte sich agglutinabel, und zwar auch durch eine Aufschwemmung, die 
4 Tage vorher mit H,O, &@ versetzt worden war. 

c) Das ausSaubohnen bereitete Pulver versagte auf Hammel- und 
Kalbsblut vollstandig, auf Kaninchenblut wirkte es einige Male nicht 
deutlich, in anderen Fallen indessen noch in Verdiinnung 1:1100 total, 
auch wenn es 4 Tage lang unter H,O, gestanden hatte. 

Uber die verschiedensten Spezies von Vicia und andere verwandte 
Pflanzen ist schon S. 234 bis 235 gesprochen worden; nur wurde aus 
ihnen das wirksame Prinzip nicht in reiner trookner Form dargestellt. 

Mit einer -Fortsetzung der in vorstehender Arbeit enthaltenen Ver- 
suche nach verschiedenen Richtungen hin ist Prof. Kobert beschaftigt. 
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Von 
Kurt Schern. 


(Aus der Abteilung fiir Tierhygiene des Kaiser-Wilhelm -Instituts fiir 
Landwirtschaft zu Bromberg.) 


(Eingegangen am 26. April 1909.) 


Gelegentlich einiger milchhygienischer Untersuchungen, die 
ich in der Abteilung fiir Tierhygiene des Kaiser-Wilhelms- 
Instituts zu Bromberg auszufiihren hatte, sind verschiedene 
Beobachtungen iiber die Schardinger-Reaktion gemacht und 
im Anschlu8 daran einzelne Versuche angestellt worden, deren 
Ergebnisse im folgenden kurz mitgeteilt werden sollen, da sie 
ein weiteres allgemeines Interesse fiir sich in Anspruch nehmen 
diirften. 

Schardinger') hat im Jahre 1902 versucht, auf bio- 
chemischem Wege die Bier- von der GetreidepreBhefe zu unter- 
scheiden. Dies ist ihm zwar nicht gelungen; aber bei seinen 
Versuchen konnte er feststellen, daB frische Milch ein eigen- 
tiimliches und sehr auffalliges Verhalten gegen Methylenblau 
zeigt. Unter anderem verwendete Schardinger fiir die von 
ihm mitgeteilte Reaktion eine Methylenblau-Formalinlésung 
folgender Zusammensetzung: 5 com gesattigter, alkoholischer 
Methylenblaulésung -+- 5 com Formalin -++- 90 com Wasser. Das 
Verhalten der frischen Kuhmilch dieser Lésung gegeniiber priifte 
der Autor in der Weise, da8 er 20ccm Milch in einem Re- 
agensglas mit lccm der Lésung mischte. Dieses Gemisch 
wurde im Wasserbad bei einer Temperatur von 45 bis 50° ge- 


1) Schardinger, Uberdas Verhalten der Kuhmilch gegen Methylen- 
blau und seine Verwendung zur Unterscheidung von ungekochter und 
gekochter Milch. Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 1902, 1113. 


Beobachtungen iiber die Schardinger-Reaktion der Milch. 
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halten. Hierbei entfairbte sich die frisch ermolkene Milch un- 
gefihr innerhalb 10 Minuten. dagegen behielt iiber 70° erhitzte 
Milch, mit der dieselbe Reaktion angestellt wurde, ihre nach 
dem Zusatz der Methylenblau-Formalinlésung erhaltene blaue 
Farbe bei. Die Entfairbung der frischen, rohen Milch soll nach 
Schardinger allmahlich von unten nach oben vor sich gehen. 
Im ganzen sind von Schardinger 12 Milchproben auf die 
angegebene Weise untersucht worden. Es ist von gewisser 
Bedeutung, zu wissen, daB Schardinger die Reaktion nicht 
allein an ganz frischer, also noch ,,kuhwarmer‘ Milch beob- 
achten konnte, sondern auch an solcher, die einige Stunden 
gestanden hatte. Auer der Erwirmung iiber 70° soll auch 
Verdiinnung mit Wasser die Entfairbung der Milch unter den 
angegebenen Bedingungen hemmen. Schardinger empfiehlt, 
seine Reaktion auf praktische Brauchbarkeit zu priifen und 
sagt wortlich zum Schlu8: ,,Es bedarf wohl keiner aus- 
fiihrlichen Darlegung, wie bedeutungsvoll es fiir den 
Haushalt, fiir die Verarbeitung der Milch zu den ver- 
schiedenen Molkereiprodukten wire, wenn die vor- 
geschlagene Reaktion auch einen sicheren Anhalts- 


punkt fiir die Beurteilung der Frische der Milch ge- 
wahren wiirde.“ 


Spiter sind von anderen Autoren, so von Smidt'), Brand?), 
Jensen’), Seligmann‘*), Oppenheimer’), Trommsdorf®) u. a. 
Untersuchungen iiber die von Schardinger bei der Milch beobachtete 


1) Smidt, Ober die Fahigkeit der Milch, Methylenblau zu re- 
duzieren. Aus dem Kgl. Institut f. experim. Ther. zu Frankfurt a, M. 
Hygienische Rundschau 1904, 1137. — Derselbe, Uber die sog. Reduktase 
der Milch. Arch. f. Hygiene 58, 313, 1906. 

2) Brand, Uber die praktische Bedeutung der Reduktionsfihigkeit 
der Milch. Aus dem Kgl. Institut f. experim. Ther. zu Frankfurt a. M. 
Miinch. med. Wochenschr. 1907, 821. 

3) Jensen, Revue générale du lait 6, Nr. 2/3, 1906. 

*) Seligmann, Zeitschr. f. Hygiene 50, 97, 1905; 52, 161, 1, 1906; 
58, 1908. 

5) Oppenheimer, Arbeiten aus dem Institut f. experim. Ther. 
zu Frankfurt a. M. 1908. Fischer, Jena. 

*) Trommsdorf, zitiert nach einem Manuskript, welches mir 
von T. in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt wurde. Die 
diesbeziigliche Arbeit T.’s ist inzwischen im Centralbl. f. Bakt. Abteil. I, 
49, 1909 erschienen. 
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Reaktion angestellt worden. Alle diese Autoren haben die Angaben 
Schardingers im allgemeinen bestatigen kénnen. Demnach soll nor- 
male frische Milch die Schardinger-Reaktion innerhalb einer Zeit von 
ungefaihr 10 Minuten geben. Es eriibrigt sich daher, auf die einschligige 
Literatur hier naiher einzugehen. Nur das sei an dieser Stelle hervor- 
gehoben, daB Brand (I. c.) im Gegensatz zu Schardinger, der seine 
Reaktion bei 45° ausgefiihrt wissen will, vorschligt, die Reaktion bei 
einer Temperatur von ca, 70° vorzunehmen. Nach Brands Ansicht 
coll diese Temperatur die optimale fiir den Ablauf der Reaktion sein. 

Von Interesse ist es auch, zu wissen, daB einzelne Autoren in 
einigen Fallen bei der von ihnen untersuchten Milch die Schardinger 
Reaktion entweder gar nicht oder nicht innerhalb der normalen Zeit- 
grenzen haben verlaufen sehen. Smidt teilt mit (l.c.), daB er bei 
frischer roher Ziegenmilch die Reaktion nicht hat beobachten kénnen, 
ebenso wenig bei einer Probe von Frauenmilch. Dagegen hat der Rahm 
der Ziegenmilch die Schardinger-Reaktion schwach gegeben. Brand 
(1. c.) hat bei einer ,,gréBeren Anzahl‘ von untersuchten Kiihen zwei 
gefunden, deren Milch auch frisch ermolken die Schardinger-Reaktion 
nicht gab. Es sollen dies zwei Kiihe einer Niederungsrasse gewesen sein, 
von denen eine bis zu 22 Liter einer fettarmen also ,,etwas minder- 
wertigen Milch* gab. Trommsdorf (l.c.) hat in einem einzigen 
Falle unter Dutzenden beobachtet, daB frische Milch die Formalin-Methylen- 
blaulésung nicht entfirbt. Hierzu bemerkt er: ,,Es handelte sich um 
eine keimfreie Probe frisch entnommener Milch aus einer Zitze einer 
gesunden Kuh, die aus samtlichen Zitzen eine sterile Milch, die auch 
sonst als normal anzusehen war, lieferte. In der betreffenden Milchprobe 
waren mittels der Milchleukocytenprobe Zellen nicht wachweisbar. Die 
Proben aus drei Zitzen des Euters entfarbten Schardingers Reagens 
in 20, 25 und 30 Minuten. Die Probe des vierten Viertels entfiarbte 
Schardinger Reagens nach 2 Stunden nur ganz minimal. Die iibrigen 
Enzymreaktionen der betreffenden Milchprobe waren normal.‘ 

Bei meinen eigenen Untersuchungen, die ich speziell ge- 
legentlich der von Anders’) in der Abteilung fiir Tierhygiene 
des Kaiser-Wilhelms-Instituts fiir Landwirtschaft zu Bromberg 
vorgenommenen Untersuchungen iiber das Frischmilchendsein 
der Kiihe ausgefiihrt habe, fiel es auf, daB die Milch einer 
Kuh die Schardinger-Reaktion nicht gab. Bei naheren 
Nachforschungen lieB sich feststellen, da$ die Milch von einer 
frischmilchenden Kuh herriihrte. Das gab Veranlassung, Unter- 
suchungen dariiber anzustellen, 

a) wie sich die Milch altmilchender Kiihe, 


b) wie sich die Milch frischmilchender Kihe, 


1) Anders, Die diesbeziigliche Arbeit von Anders erscheint dem- 
nichst im Arch. f. Tierheilkunde. 
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c) wie sich eine kranke Milch der Schardinger- Reaktion 
gegeniiber verhalt und 
d) bei welcher Temperatur die Reaktion fiir bestimmte 
Zwecke vorzunehmen ist. 
Nebenbei sollte versucht werden, das Wesen der Schar- 
dinger-Reaktion zu klaren. 


EKigene Untersuchungen. 


Die Untersuchungen sind an der Milch von Kiihen an- 
gestellt worden, die sich in den verschiedenen Stadien der 
Lactation befanden. 

Zunachst wurde festgestellt, ob altmilchende und frisch- 
milchende Kiihe die Schardinger-Reaktion geben. Das Schar- 
dinger-Reagens hatte ich mir, wie folgt, zusammengesetzt: 
5 com gesattigter, alkoholischer Methylenblaulésung -- 5 ccm 
Formalin, aufgefiillt auf 190 com Wasser. Von dem Reagens 
wurde je l1ccm mit je 10ccom der Mischmilch je einer Kuh 
in einem Reagensréhrchen gemischt, und die Fliissigkeit je nach 
dem beabsichtigten Versuch im Wasserbad bei einer Temperatur 
von 45 bis 50° oder bei 65 bis 70° gehalten. Gema8 den An- 
gaben Brands (l.c.), die, wie bereits bemerkt, fast allseitig 
Bestaétigung gefunden haben, sind die meisten der folgenden 
Versuche bei Temperaturen von 65 bis 70° angestellt worden. 

Bei Untersuchungen iiber den Einflu8 verschiedener Tem- 
peraturen auf den Verlauf der Reaktion konnte die Beobachtung 
gemacht werden, daB die Vornahme der Reaktion bei 65 bis 
70° nicht immer einwandsfreie Resultate liefert und daB man 
diesem Umstande unter gewissen Verhiltnissen Rechnung 
tragen muB. 

Wenn nicht in allen Fallen genauere Angaben iiber die 
Kiihe, deren Milch untersucht wurde, gemacht werden, so liegt 
das daran, daB haufig die Milch von Kiihen zur Untersuchung 
gelangte, welche sich voriibergehend in den Stillen von Hind- 
lern befanden, so daB nahere Angaben nicht erhiltlich waren. 
Nur in einigen Fillen, in denen die Kiihe dauernd bei einem 
Besitzer waren, ist es médgiich gewesen, beziiglich der Kiihe 
etwas Naheres zu ermitteln. 

Die Milch wurde meist zwischen 5 bis 6 Uhr abends ent- 
nommen, sofort darnach in das Laboratorium transportiert und 
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hier noch densellben Abend, 1 bis 2 Stunden, spitestens 4 Stunden 
nach der Entnahme verarbeitet. Die Temperatur in den Kuh- 
stallen, welche die milchliefernden Kiihe beherbergten, schwankte 
bei der Milchentnahme zwischen 10 bis 12°C. Die Temperatur 
beim Transport der Milch entsprach den jeweiligen Tempera- 
turen, die im Freien herrschten. Hierbei sei bemerkt, daB die 
Untersuchungen im Verlaufe des Winters vorgenommen wurden. 
Die Milch wurde direkt aus dem Euter in die Reagens- 
réhrchen gemolken und zwar meist nach Beendigung des Abend- 
melkgeschaftes im Stalle ohne besondere Kautelen. Bei ein- 
zelnen Kiihen, bei denen das nicht geschah, finden sich spezielle 
Angaben hieriiber. Im iibrigen werden die einzelnen Protokolle 
besonderen Aufschlu8 iiber die Versuchsanordnung geben. 
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a) Altmilchende Kiihe. 

Es wird die Milch von 36 Milchkiihen einer Molkerei unter- 

\ sucht. Die Kiihe gehéren saémtlich der Niederungsrasse an und 
waren nach den Angaben des Besitzers mit Sicherheit als alt- 
milchend anzusehen. Entnommen waren die Milchproben zwischen 
6 bis 7 Uhr abends. Die Reaktion wurde mit ihnen gegen 
9 Uhr abends bei 65 bis 70°C im Wasserbad angestellt. 


Tabelle LI. 
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Milch der Kuh 637, zum Versuch angesetzt 85° abends, entfarbt 9° abends 
_ See a gs, 859 
5 & , ey : 858 
655, j ‘ 858 
663 
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646 
618 
629 
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665 
661 ‘ , 
~~ : , 85 
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Aus der vorstehenden Tabelle ist ersichtlich, daB die 
Milch dieser Kihe innerhalb sehr kurzer Zeit — in allen 
Fallen in weniger als 10 Minuten — die Schardinger-Reaktion 
gegeben hat. 

Der Versuch wird 12 Tage nach der ersten Versuchsanstellung mit 
der Milch derselben Kiihe wiederholt und zeitigt dasselbe Ergebnis. 

In einem folgenden Versuch ist die zwischen 5 bis 6 Uhr abends 
entnommene Milch von 13 Kiihen untersucht worden. Die Reaktionen 
wurden bei 65 bis 70° im Wasserbad ausgefiihrt. In diesen Fallen konnten 
einzelne nahere Angaben iiber die Kiihe vom Besitzer erhalten werden. 


Dieser Versuch bestatigt die bisherigen Ergebnisse. 


Abweichend von der Norm hat sich die Milch der Kuh Sr. und 
B. gezeigt. Wihrend die Milch der Kuh Sr. die Schardinger-Reaktion 
verzégert gab, was vielleicht auf die leichte Verdauungsstérung der Kuh 
zuriickzufiihren war, konnte bei Kuh B. eine Entfarbung der Milch iiber- 
haupt nicht beobachtet werden. Wie diese Tatsache zu erkliren ist, 
kann nicht gesagt werden. Jedenfalls ist es einer der wenigen Fille, in 
denen altmilchende Kiihe die Reaktion nicht geben. 

Das Ergebnis weiterer Versuche lieB die Vermutung entstehen, da8 
im vorliegenden Falle das Sekret des Euters verindert sei, da die 
Lactationsperiode zu Ende ging (Endcolostrum). Eine vergleichsweise 
bei einer anderen Kuh (s. unten, Kuh Ag.) ausgefiihrte diesbeziigliche 
Untersuchung bestitigte jedoch nicht diese Auffassung. Bemerkenswert 
ist, daB die Milch der Kuh B. eine auffallend hellblauliche Farbe hatte, 
wihrend sich beim Stehen eine ebenso breite Fettschicht absetzte wie 
bei der Milch anderer Kiihe, welche die Schardinger-Reaktion gab, Im 
ubrigen konnten Besonderheiten an dieser Milch nicht festgestellt 
werden. 
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Tabelle II. 
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Es wurde spater nochmals die Milch der in der Tabelle II an- 
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gefiihrten Kiihe einige Tage nach Anstellung des ersten Versuches unter- i 
: sucht. Das Resultat war dasselbe wie im ersten Versuch. ai) 
i Abweichend von der Regel verhielt sich bei dieser Untersuchung i 
‘ die Milch von der Kuh At. Die Milch dieser Kuh wird abends 9° Uhr f 
i in Versuch gesetzt. Um 11 Uhr abends ist die Milch etwas entfarbt, i 
i behalt aber bis zum nachsten Morgen die hellblaue Farbung bei. Be- i 
e merkenswert ist es vielleicht, zu erwahnen, daB die Kuh zur Zeit, wie a 
: der Besitzer angab, nicht normalen Appetit hatte. Bei spiteren Prii- iy 
: fungen der Milch, nachdem die leichte Indigestion der Kuh voriiber war, | 
verlief die Schardinger-Reaktion innerhalb der vorgeschriebenen Zeit. yl 
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Die Milch der Kuh Ag., welche gleichzeitig mit der Milch der Kuh At. 
in Versuch gesetzt wurde, entfirbte innerhalb 4 Minuten. Die Kuh be- 
fand sich kurz vor dem Ende der Lactationsperiode, oder wie der Fach. 
ausdruck lautet, kurz vor dem Trockenstehen. Die Milch war nicht 
mehr genuBtauglich (cf. Milch der Kuh B. in der Tabelle II). 

Aus den unter den erwaihnten Bedingungen angestellten 
Versuchen 148t sich folgern, daB bei ca. 50 altmilchenden 
Kiihen, mit deren Milch in Zwischenriumen von mehreren 
Tagen wiederholt die Reaktion nach Schardinger angestellt 
wurde, im allgemeinen die Entfairbung der Milch in weniger 
als 10 Minuten erfolgte. 

Bei der Milch einer Kuh verlief ebenfalls die Reaktion positiv, aber 
verzégert, bei der Milch einer anderen Kuh war bei den zu verschiedenen 
Zeiten angestellten Untersuchungen das Resultat verschieden, waihrend bei 
der Milch einer dritten Kuh die Reaktion iiberhaupt negativ verlief. Im 
letzteren Falle ist vielleicht dem Umstand, daB die Lactationsperiode zu 
Ende ging, eine gewisse Bedeutung beizumessen. Allerdings spricht hier- 
gegen der Befund bei der Milch einer anderen Kuh, die sich ebenfalls 
am Ende der Lactationsperiode befand. 


Mit Ricksicht auf die in der Literatur verzeich- 
neten Angaben 148t sich sagen, daB im groBen und 
ganzen die Behauptung Schardingers und der anderen, 
bereits erwahnten Autoren, fiir die Milch altmilchender 


Kiihe’) beziiglich der Entfarbung des Methylenblau- 
Formalingemisches zutrifft. 


b) Frischmilchende Kiihe. 


Fiir die weitere Beurteilung der ganzen Frage ist es von 
Bedeutung, zu wissen, wie sich die Milch frischmilchender 
Kiihe gegeniiber der Schardinger-Reaktion verhilt. 

Einerseits wurde die Milch solcher Tiere, von denen der Tag, 
an dem sie geboren hatten, genau bekannt war, in gewissen Abstanden 
wahrend einer langeren Beobachtungszeit untersucht, andererseits wurde 
die Schardinger-Reaktion mit der Milch solcher Kiihe angestellt, von 
denen der derzeitige Besitzer (Handler) weiter nichts angeben konnte, 
als daB sie von einer frischmilchenden Kuh herriihre. Die Milch dieser 
Tiere konnte nur einmal untersucht werden. 

Die Milchproben wurden meist 1 bis 2 Stunden, in einigen Fallen un- 
mittelbar und in einigen anderen Fallen 3 bis 4 Stunden nach der Entnahme 
aus dem Euter in Versuch gesetzt. Es sei nochmals erwihnt, daB die 
Milch nicht steril aus dem Euter, meist nach Beendigung des Abend- 


1) Bemerkt sei, da8 ,,altmilchend* und ,,frischmilchend“ hier nicht 
im forensischen Sinne verstanden werden soll. 
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melkgeschiftes entnommen und die Reaktionen im Wasserbad bei 65 bis 
70° angestellt wurden. 

Zur Kontrolle wurde in allen Versuchen die Milch einer sicher 
altmilchenden Kuh benutzt, welche auch stets die Reaktion innerhalb 
der geforderten Zeit gab, so daB eine Tauschung, welche vielleicht durch 
Unwirksamkeit des Formalin-Methylenblaugemisches bedingt wire, mit 
Sicherheit ausgeschlossen werden konnte. 


Versuch l. 


Kuh L. Gebirgsrasse, kalbt am 28. 12, 07 abends. Der Verlauf der 
Geburt ist normal. Die Nachgeburt wird rechtzeitig abgestoBen. Das 
Kalb saugt am Euter der Kuh vom Tage der Geburt bis zum 20. 1. 08. 
Die Milch wird am 12. 1. 08 zum erstenmal untersucht. In Versuch 
gesetzt 82! Uhr abends, entfarbt innerhalb der nachsten 4 Stunden nicht 
eine Spur. 

Am 15. 1. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 8 Uhr 
abends, hat bis 11 Uhr abends nicht entfarbt. 

Am 20. 1. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 1045 Uhr 
abends, hat bis zum niachsten Morgen nicht entfarbt, 

Am 22. 1. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 92° Uhr 
abends, um 1215 Uhr abends ist das untere Drittel der Milch aufgehellt, 
die beiden oberen Drittel sind von vdéllig blauer Farbe. 

Am 25. 1. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 9°? Uhr 
abends, um 10 Uhr abends sind die beiden oberen Drittel der Milch 
ziemlich entfairbt. Das untere Drittel der Milch ist von blauer Farbe. 
Um 10*? Uhr abends ist die Milch bis auf eine Kuppe am Boden des 
Reagensglases vollig entfarbt. 

Am 26. 1. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 75* Uhr 
abends. Um 9*° Uhr abends ist die Milch aufgehellt, um 95 Uhr ist 
sie hellblau, um 102! Uhr sind die beiden unteren Drittel weiB, das 
obere hellblau. Um 114° Uhr ist oben nur noch ein ungefaéhr 1 cm 
breiter hellblauer Ring sichtbar. 

Am 28. 1. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 727 Uhr 
abends. Die Milch ist um 8°° Uhr aufgehellt, um 9’ Uhr abends be- 
findet sich im unteren Drittel ein 1 cm breiter weiBer Ring. 10%° Uhr 
ist die untere Hiilfte weiB, die obere hat eine blaue Farbe. 

Am 6. 2. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 104° Uhr 
abends. Um 12 Uhr ist die Milch aufgehellt. 

Am 8. 2. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 5° Uhr 
abends. Um 5° friih nachsten Tages ist die Milch fast entfarbt. 

Am 16. 2. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 9°7 Uhr 
abends. Um 94° Uhr abends ist die Milch fast entfarbt. 

Am 17. 2. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 92° Uhr 
abends. Um 955 Uhr ist die Milch fast entfarbt, sie behalt aber einen 
ganz leicht blaulichen Farbenton bei. 
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Am 20. 2. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 6 Uhr 
abends. Um 1212 Uhr ist sie ganz leicht hellblau und behialt diese 
Farbe bis zum nichsten Morgen bei. 

Am 26. 2. 08 wiederum die Milch in Versuch gesetzt um 102° Uhr 
abends. Die Milch hellt in einigen Minuten aus, behilt aber einen ganz 
leicht hellblaulichen Farbenton bei. 

Die Milch dieser Kuh konnte in der Folgezeit nicht mehr unter- 
sucht werden. Leider ist es auch nicht méglich gewesen, die Milch un- 
mittelbar nach dem Partus auf ihre entfirbende Eigenschaft gegeniiber 
dem Formalin-Methylenblaugemisch zu priifen. 

Im iibrigen ist aus dem Protokoll ersichtlich, da8 die Milch dieser 
Kuh, obwohl sie unter dem von Schardinger und den anderen Autoren 
geforderten Bedingungen fiir das Zustandekommen der Entfairbung des 
Formalin-Methylenblaugemisches in den Versuch gesetzt wurde, die 
Schardinger-Reaktion in der ersten Zeit nach der Geburt iiberhaupt 
nicht, spiter nur verzégert, aber auch nicht vollstindig gegeben hat, 
was wohl zweifellos mit der am 28. 12. 07 erfolgten Geburt in Zu- 
sammenhang zu bringen ist. Die Fahigkeit der Milch dieser Kuh, das 
Formalin-Methylenblaugemisch zu entfarben, hat im gleichen zeitlichen 
Verhiltnis mit der Entfernung vom Geburtstermin zugenommen. 


Versuch 2. 


Kuh Law, Gebirgsrasse. Kalbt am 19. 1. 08 schwer. Das Kalb 
kommt tot zur Welt. Die Nachgeburt wird nicht zur rechten Zeit ab- 
gestoBen und muB8 deshalb manuell entfernt werden. Die Kuh magert 
nach dieser Geburt etwas ab, erholt sich aber bald und ist véllig munter. 
Zu beachten ist daB ein Kalb an dem Euter nicht gesaugt hat. Am 
20. 1. 08 wird die Milch zum ersten Male untersucht. Angesetzt 
in Versuch um 8 Uhr abends, ist bis um 11 Uhr abends villig blau 
geblieben. 

Am 22. 1. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 92° Uhr 
abends. Um 1225 Uhr abends ist die untere Hilfte heller als die obere. 

Am 25. 1. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 9°® Uhr 
abends. Um 11 Uhr abends ist die Milch etwas aufgehellt, bis 12 Uhr 
abends ist die Milch so geblieben. 

Am 26. 1. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 754 Uhr 
abends, hat bis 11 Uhr abends nicht entfarbt. 

Am 28. 1. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 727 Uhr 
abends, um 8° Uhr abends ist die Milch etwas aufgehellt, um 91° Uhr 
abends ist ein 1 cm breiter, weiBer Ring im unteren Drittel sichtbar, 
um 10°5 Uhr ist die untere Hilfte weiB, die obere hellblau. 

Am 6. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 104° Uhr 
abends, hat bis 1 Uhr nachts etwas aufgehellt. 

Am 8. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 5*° Uhr 
nachmittags. Um 5*° Uhr nachmittags ist die Milch fast vdllig ent- 
firbt, sie hat einen ganz zarten Stich ins Bliuliche. 
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Am 16. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 937 Uhr 
abends. Um 102° Uhr abends ist die Milch bis auf eine kleine blaue 1 
Kuppe am Boden des Reagensglases vollig entfirbt. : 

Am 17. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 92° Uhr ) +4 
abends. Um 10! Uhr abends ist die Milch véllig entfarbt: . 

Am 20. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 129° Uhr 
nachts. Um 12%! Uhr ist die Milch bis auf einen blauen schmalen 
Langsstrich an der Seite des Réhrchens entfirbt. | 

Am 26. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 102° Uhr é 
abends, hellt in 15 Minuten auf und ist fast véllig entfirbt, aber ein 
ganz leicht bliulicher Farbenton bleibt bestehen. 















Bemerkenswert ist bei dieser Kuh vor allem das Verhalten der A 
Milch wahrend der Zeit unmittelbar nach dem Partus. Wahrend dieser i 
hat die der Kuh entnommene Milch das Formalin-Methylenblaugemisch tf 
nicht entfairbt. Im iibrigen stimmt das Ergebnis dieses Versuches mit hi 
dem des Versuches 1 insofern iiberein, als die Milch dieser Kuh eben- ; 






falls nicht die Reaktion in der geforderten Zeit gegeben hat. Der die 
Schardinger- Reaktion auslésende K6rper ist aber erheblich friiher nach H 
dem Partus in der Milch dieser Kuh wieder aufgetreten, als es bei der 
im Versuch 1 untersuchten Milch der Fall war. Diese Tatsache ist wahr- 
scheinlich auf das Fehlen des Saugens am Euter zuriickzufiihren. 








Versuch 3. 


Kuh Ag. Niederungsrasse. Kalbt am 3. 2. 08 leicht. Das Kalb 
stirbt 8 Tage nach der Geburt an einer vom Nabel ausgehenden 
Allgemeininfektion. Das Kalb hat einige Tage am Euter gesaugt. Am 
4. 2. 08 wird die Milch in der bekannten Weise untersucht. Angesetzt 
93° Uhr abends. Um 937 Uhr abends die Milch entfarbt. 

Am 6. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 104° Uhr 
abends. Bis um 12 Uhr nachts behalt die Milch véllig den 
blauen Farbenton bei. t 

Am 7. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 4° Uhr 
nachmittags (kuhwarm). Die Milch bleibt bis 12 Uhr nachts vdllig blau 
gefarbt. 

Am 8. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 5° Uhr H 
nachmittags (kuhwarm). Um 55 Uhr ist die Milch sebr hellblau. 

In der Zeit vom 8. 2. bis 16. 2. 08 ist das rechte hintere Euter- | 
viertel erkrankt. Aus diesem Strich wird gesondert das Sekret ent- ig 
nommen, wahrend die Milch der anderen drei Striche, wie bisher, ge- ii. 
mischt zur Untersuchung gelangt. Das kranke Eutersekret ist besonders 
untersucht worden. Das Ergebnis dieser Untersuchung findet sich 
weiter unten. 

16. 2. 08 Milch der drei gesunden Striche untersucht. Angesetzt 
937 Uhr abends. Die Milch ist 945 Uhr abends entfarbt. 

17. 2. 08 Milch der drei gesunden Striche angesetzt um 9° Ubr 
abends, sie ist 921 Uhr entfarbt. 
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20. 2. 08 Milch der drei gesunden Striche angesetzt um 12° Uhr 
nachts, sie ist 12°9 Uhr nachts entfarbt. 

26. 2. 08 Milch der drei gesunden Striche angesetzt um 102° Uhr 
abends, sie ist 1027 Uhr abends entfarbt. 

5. 3. 08 Milch der drei gesunden Striche angesetzt um 122% Uhr 
abends, sie ist 1225 Uhr entfarbt. 

10. 3. 08 Milch der drei gesunden Striche angesetzt um 10° Uhr 
abends, sie ist 10°° Uhr abends entfarbt. 

Das Verhalten der Milch dieser Kuh ist in verschiedener Be- 
ziehung interessant. Zunichst ist es auffillig, daB die Milch fast un- 
mittelbar nach der Geburt das Formalin-Methylenblaugemisch entfarbt 
hat. Es muB also zu dieser Zeit der die Entfarbung bedingende Korper 
in der Milch vorhanden gewesen sein. LEinige Zeit spiter war dieser 
K6érper nicht nachweisbar, aber am 13. Tage nach dem Kalben wird er 
wieder in der Milch gefunden. Mit Riicksicht auf die Tatsachen, welche 
bei der Milch der Kuh des Versuches 1 festgestellt worden sind, ist das 
Verhalten dieser Milch ein abweichendes. Dem Nichtsaugen am Euter 
der Kuh, bzw. der sehr kurzen Saugperiode ist wahrscheinlich eine Be- 
deutung in dieser Beziehung beizumessen. 


Versuch 4. 
Kuh N. Niederungsrasse. Hat am 10. 2. 08 gekalbt. Die Ge- 


burt verlauft leicht. Das Kalb stirbt 6 Tage nach der Geburt an Septi- 
kamie. Das Kalb hat einige Tage am Euter der Kuh gesaugt. Am 
16. 2. wird die Milch zum erstenmal untersucht. Angesetzt 9°7 Uhr 
abends. 105 abends ist die untere Halfte der Milch blau, die obere weiB. 

Am 17, 2. 08 wird die Milch der Kuh untersucht. Angesetzt 9*° Uhr 
abends. Um 955 abends ist bis auf einen 1 cm blauen Streifen am 
Boden des Glases die Milch entfirbt. Um 10°® abends ist die Milch 
vollig entfarbt. 

Am 20, 2. 08 wird die Milch der Kuh wieder untersucht. Angesetzt 
12°* Uhr nachts. Um 12 Uhr ist die Milch hellblau geworden und um 
116 Uhr ist sie entfarbt. 

Am 26. 2, 08 wird die Milch der Kuh wieder untersucht. Angesetzt 
102° Uhr abends. Die Milch ist 1022 Uhr entfarbt. 

Am 5. 3. 08 wird die Milch der Kuh wieder untersucht. Angesetzt 
1223 Uhr abends. Die Milch ist entfarbt 1276 Uhr. 

Am 10. 3. 08 wird die Milch der Kuh wieder untersucht. Angesetzt 
10°* Uhr abends. Die Milch ist entfarbt 10'? Uhr. 

Auch in der Milch dieser Kuh ist der Kérper, welcher die Schar- 
dinger-Reaktion suslést, auffallend friih nach der Geburt wieder vor- 
handen gewesen. Wahrscheinlich war dies durch die sehr kurze Saug- 
periode bedingt. 

Versuch 5. 

Kuh Agte. Gebirgsrasse. Kalbt am am 16. 2. 08 leicht. Die 

Geburt verlauft normal. Das Kalb bleibt vom Augenblick der Geburt 
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und saugt am Euter. Nach dieser Zeit konnte die Milch nicht wieder 
untersucht werden. Die Milch der Kuh wird am 16. 2. 08 zum erstenmal 
untersucht. Angesetzt 9°7 Uhr abends. Die Milch ist 102° abends entfarbt. 

Am 17. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 92° Uhr 
abends. Die Milch behilt bis 12 Uhr ihre blaue Farbe. 

Am 20. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 12°* Uhr 
nachts. Die Milch ist bis 5 Uhr friih nicht entfarbt. 

Am 26. 2. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 102° Uhr 
abends. Die Milch entfirbt bis zum nachsten Morgen nicht. 

Am 5. 3. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 1223 Uhr 
abends. Die Milch entfairbt bis zum nachsten Morgen nicht. 

Am 10. 3. 08 wird die Milch wieder untersucht. Angesetzt 10° Uhr 
abends. Die Milch ist nach 1 Stunde etwas aufgehellt, aber bleibt bis 
zum nichsten Morgen hellblau. 

Bei der Milch dieser Kuh, an deren Euter das Kalb langere Zeit 
gesaugt hat, ist es auffillig, daB in der Colostralmilch der die Ent- 
farbung des Schardingerschen Reagens bedingende Kérper, wenn 
auch verzégert, seine Tatigkeit entfaltete, wahrend er bereits einen Tag 
nach der Geburt in der Milch nicht mehr nachweisbar ist. 


Aus diesen Versuchen 148t sich folgern, daB die 
Schardinger-Reaktion der Milch bei den 5 langere 
Zeit hindurch untersuchten Kiihen véllig anders ver- 
laufen ist, als bei der Milch der oben erwahnten 
altmilchenden Kiihen und daB8 die Milch der 5 frisch- 
milchenden Kiihe die Schardinger-Reaktion einige 
Zeit nach dem Partus nicht gab. 

Neben diesen Untersuchungen ist mit der Milch solcher 
Kiihe, die mir zur Milchentnahme voriibergehend zur Verfiigung 
standen, die Reaktion auf die Entfarbung des Formalin-Methylen- 
blaugemisches ausgefiihrt worden. 

Am 26. 1. 08 wird 6 Kiihen eines Transportes friih zwischen 6 und 
7 Uhr etwas Milch entnommen. Die Kiihe sollen simtlich vor ca. 8 bis 
14 Tagen gekalbt haben. Ob an den Eutern der Kiihe Kalber gesaugt 
haben, 148t sich nicht ermitteln. 

Die Milch dieser Kiihe wird um 10*® Uhr vormittags bei 65 bis 70° 
angesetzt. Bis nachmittags um 6 Uhr hat die Milch nicht eine Spur 
entfarbt. 

Es braucht wohl nicht erwahnt zu werden, daB eine Kontrollmilch 
einer altmilchenden Kuh das Reagens in wenigen Minuten entfarbt. 

Dieser Versuch bestatigt die Ergebnisse friiherer Ver- 
suche. 

Am 6. 2. 08 wurden drei Milchsorten ohne niahere Angabe zwecks 
Vornahme der Schardinger-Reaktion abends ibersandt, 
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bis zum letzten Tag der Milchuntersuchung, 10. 3. 08, bei der Mutter 
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Kuh 1 soll vor 5 Tagen gekalbt haben. Die Milch wird 10*° Uhr 
abends angesetzt bei 65 bis 70°. Die Milch ist 112° Uhr abends entfarbt. 
Kuh 2 soll vor 4 Tagen gekalbt haben. Die Milch wird angesetzt 
um 10*° Uhr abends bei 65 bis 70°. Milch bleibt bis 12 Uhr villig 


dunkelblau gefarbt. 
Kuh 3 soll vor 10 Tagen gekalbt haben. Die Milch wird angesetzt 
um 10*° Uhr abends bei 65 bis 70°. Die Milch bleibt bis 12 Uhr vdllig 


dunkelblau gefarbt. 

Die Ergebnisse, die ich mit der Milch der Kiihe 2 und 3 gehabt 
habe, bestitigen die bereits mitgeteilten Tatsachen. Etwas abweichend 
hat sich die Milch der Kuh 1 verhalten, aber auch hier verlief die Ent- 
farbung des Schardinger-Reagens nicht innerhalb der geforderten Zeit. 

Somit 148t sich sagen, da8B die Milch der Kiihe, 
welche in den vorstehenden Versuchen aufgefiihrt 
wurden, und welche als frischmilchend zu bezeichnen 
waren, die Reaktion nach Schardinger meist gar nicht 


oder doch nur verzégert gab. 


c) Das Verhalten einer kranken Milch gegeniiber der 
Schardinger-Reaktion. 


Gelegentlich der Untersuchung der Milch der Kuh Ag. 
(cf. Versuch 3) wurde festgestellt, daB das rechte hintere Euter- 
viertel erkrankt war. Die Kuh lieferte aus dem entsprechenden 
Strich ein diinnfliissiges, fast gelbes, ziemlich transparentes 
Sekret. Bei langerem Stehen setzte sich ein voluminéser, aus 
gelbgrauen Massen bestehender Bodensatz ab. 

Mit dem Sekret werden folgende Versuche angestellt: 

16. 2. 08. Das Sekret des kranken Striches angesetzt um 9*° Uhr 
abends. Bis um 12 Uhr nachts ist das Sekret nicht entfarbt. 

17. 2.08. Das Sekret des kranken Striches angesetzt um 92° Uhr 
abends, hellt um 10%° abends etwas auf, bleibt aber blau ge- 


farbt. 

20. 2. 08. Das Sekret des kranken Striches angesetzt um 12° Uhr 
nachts. Bis 6 Uhr frih ist die Farbe des Sekretes etwas aufgehellt, aber 
noch blau gefirbt. 

25. 2.08. Das Sekret des kranken Striches angesetzt um 10° Uhr 
abends. Bis 12 Uhr nachts hat das Sekret seine blaue Farbe behalten. 

5. 3.08. Das Sekret des kranken Striches angesetzt um 12%* Uhr 
abende. Es ist innerhalb der vier nichsten Stunden nicht eine Spur 
entfarbt. 

10. 3.08. Das Sekret des kranken Striches angesetzt um 10° Ubr 
abends. Es ist um 11'? Uhr abends, also nach iiber eine Stunde, nicht 


eine Spur entfarbt. 
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Das Sekret des erkrankten Striches hat das Forma- 
lin-Methylenblaugemisch nicht entfarbt. 

Dieser Tatsache mu8 eine gewisse Bedeutung zuerkannt 
werden bei der Beurteilung der Milch auf Grund des Ausfalls 
der Schardinger-Reaktion. Wenn auch an der Hand der einen 
vorliegenden Beobachtung iiber eine kranke Milch ein allgemeiner 
SchluB ungerechtfertigt erscheint, so fordert doch alles dies 
dazu auf, 6fter mit kranker Milch die Schardinger-Reaktion 
anzustellen. 

Das Aussehen des untersuchten kranken Eutersekretes lieB 
den Gedanken aufkommen, da8 bei der Entziindung die lympha- 
goge Wirkung sehr stark und infolgedessen selir viel Fliissig- 
keit serumahnlicher Beschaffenheit in das Sekret iibergetreten 
war. Somit lag die Méglichkeit vor, daB die bei der Entziin- 
dung abgeschiedene Fliissigkeit das Hindernis fiir den negativen 
Ablauf der Schardinger-Reaktion bildete. Bedingung fiir die 
Richtigkeit der gegebenen Anschauung im Verfolg dieser Uber- 
legung war, daB das Blutserum des erkrankten Tieres ebenfalls 
das Formalin-Methylenblaugemisch nicht entfarbte. Das war 
auch tatsichlich der Fall, konnte aber als etwas besonders 
auffalliges nicht betrachtet werden, da sehr bald weitere Ver- 
suche lehrten, da8 nicht nur die Sera von anderen Rindern, 
sondern auch von Pferden, Eseln, Schweinen, Ziegen, Schafen, 
Kaninchen, Meerschweinen, Tauben, Hiihnern, Gansen und 
anderen Tieren die Schardinger-Reaktion nicht gaben. Immer- 
hin war es trotzdem interessant, festzustellen, ob eine normale, 
mit normalem Rinderserum vermischte Milch in Parallele zu 
stellen ist mit dem bei einer Mastitis gelieferten Sekret. Um 
diese Frage zu klaren, wird folgender Versuch im Wasserbad 
bei 65° angestellt. 





Tabelle I. 
Nr| | Angesetzt Entfirbe 
1} 10 ccm normale Milch allein +- 1 ccm Formalin- 
Methylenblaulésung. .......... 1245 Uhr 12!7 Uhr 


2] 93/, com normale Milch + 1/, com Rinder- 
serum + 1 com Formalin-Methylenblau- 
Peer Te m.., ie’ 


18* 
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97/. ccm normale Milch ++ 1/, ccm Rinder- 1215 Uhr 121 ‘Uhr? 
serum -+- 1 ccm Formalin-Methylengemisch 


9ccm normale Milch -+- 1 ccm Rinderserum | 12'5 1217 
++ 1 eem Formalin-Methylengemisch 


8cem normale Milch -+- 2 ccm Rinderserum , | ie 
ccm Formalin-Methylengemisch 


normale Milch +- 3 ccm Rinderserum | 12 “ 1217 
ccm Formalin-Methylengemisch 


6cem normale Milch -+- 4 ccm Rinderserum 1217 
-+- 1 ccm Formalin-Methylengemisch 
5 ccm normale Milch + 5 com Rinderserum 1217, 
-++ 1 ecem Formalin-Methylengemisch 


4ecm normale Milch +-6ccm Rinderserum 35 1250 
!- leem Formalin-Methylengemisch 


3cem normale Milch + 7 ccm Rinderserum 
{- 1 eem Formalin-Methylengemisch 


2ccm normale Milch -+ 8 ccm Rinderserum 
{1 com Formalin-Methylengemisch 


10 com Rinderserum allein + 1 cem Formalin- | 1 entfarbt 


Methylengemisch iiberhaupt 
nicht 


Es ist aus der Tabelle ersichtlich, daB 4 Teile Milch mit 
6 Teilen Serum die Reaktion nicht in der geforderten Zeit ab- 
laufen lassen und daB diese Erscheinung bei einem noch gréBeren 
Gehalt der Milch an Serum noch mehr zutage tritt. Die be- 
obachteten Tatsachen lassen die bereits oben geaéuBerten An- 
schauungen als richtig erscheinen und geben bis zu einer gewissen 
Grenze eine Erklairung fiir den negativen Ausfall der Reaktion 
bei der Milch des erkrankten Euterviertels. Vergleichsweise 
habe ich das Sekret des kranken Striches dieser Kuh mit der 
normalen Milch der iibrigen drei Striche vermischt und auch 
damit die Reaktion bei 65° angestellt. 


Tabelle II. 
Angesetzt Entfarbt 
1 Teil patholog. Milch + 3Teile normaler Milch 10!? Uhr vorm; 1027 Uhr 
bs * » +1Teil Ny » pee 7 
8Teile , » +2 Teile - ee me ee 








Trotz der groBen Verdiinnung, welche der die Entfairbung 
bedingende Kérper der zugesetzten normalen Milch durch Bei- 
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mischung des mastitischen Sekretes erfahren hat, entfaltete er 
doch, wenn auch verzégert, seine Tatigkeit und es konnten die 
erhaltenen Befunde in direkte Parallele gesetzt werden mit 
denen, die oben bei den Milchserumgemischen erhoben wurden. 
Der negative Ausfall der Reaktion ist bei einer Mastitis-Milch 
erst dann zu beobachten, wenn diese durch Beimischung 
der bei der Entziindung aus den BlutgefaéBen austretenden 
Flissigkeit so hochgradig verandert ist, daB sie bereits bei ein- 
facher Besichtigung als ,,krank‘‘ erkannt wird. Infolgedessen 
wird man im allgemeinen die Reaktion fiir die Er- 
kennung derartiger entziindlicher Prozesse am Euter 
nicht heranziehen. Zum Vergleiche ist mit dem Sekret des 
erkrankten Striches unter anderem auch die Reaktion bei 45° 
angestellt. Diese Temperatur fordert bekanntlich Schardinger 
zur Ausfiihrung der Reaktion. Aber auch bei dieser Tempe- 
ratur wurde das Formalin-Methylenblaugemisch nicht entfarbt, 
sobald von dem mastitischen Sekret der obere fliissige, serum- 
ahnliche Teil benutzt wurde. Stellte man dagegen die Reaktion 
mit dem flockenreichen, lumigen Bodensatz an, so entfarbt dieser 
sehr schnell innerhalb 10 Minuten das Reagens. Bei 65 bis 70° 
konnte der gleiche Versuch wegen Mangels an Material nicht 
angestellt werden. 


d) Versuche iiber die Temperatur, bei der die Schar- 

dinger-Reaktion ausgefiihrt wird, nebst einigen ande- 

ren Bemerkungen iiber den diese Reaktion auslésenden 
K6érper der Milch. 


Von Schardinger (l.c.) ist angegeben worden, daB die 
Entfirbung des Formalin-Methylenblaugemisches durch eine 
Milch bei ungefahr 45° vorzunehmen ist. Brand (I. c.) hat, 
wie schon erwahnt, spater als Optimaltemperatur fiir den Ab- 
lauf der Schardinger Reaktion ungefahr 65 bis 70° angegeben. 
Bei dieser von Brand angegebenen Temperatur haben auch 
fast alle Autoren spiter die Schardinger-Reaktion ausge- 
fiihrt, und heutzutage steht diese Temperatur als Norm fiir die 
Reaktion fest. 

Da bei den bereits mitgeteilten Versuchen Tatsachen fest- 
gestellt wurden, die geeignet sind, die bisherigen Anschauungen 
iiber die Schardinger-Reaktion ins Wanken zu bringen, so 
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lag es nahe, zu ermitteln, ob tatsachlich fiir alle Milcharten die 
Temperatur von 65 bis 70° die optimale ist oder ob die Milch 
frischmilchender Kiihe sich in dieser Beziehung anders verhilt. 

Um dies zu entscheiden, wurde mit je zwei Proben einer 
Milch die Schardinger-Reaktion sowohl bei 65 bis 70° als 
auch daneben bei 45° vorgenommen. Das Nahere ist aus den 
beigefiigten Tabellen ersichtlich. 


Tabelle I. 
Versuch mit der Milch altmilchender Kihe. 





Milch der | Die Milch wird in Versuch Die Milch wird in Versuch 
Kuh gesetzt bei 65 bis 70° um gesetzt bei 45° um 2*5 Uhr 
Nr 245 Uhr nachmittags nachmittags 

hat entfarbt um 26 Uhr hat entfarbt um 25* Uhr 

. Q48 / Qa 
qe a ‘ _ Qb0 

247 280 

ose em : Qs 

Qe0 Bas . _ 958 

250 : . gba 

947 253 

Qs 255 

Qe 956 

qu = ; 955 

. | » 254 

247 ‘ 253 

: Q46 ‘ , ba 

” » 2 ies . 965 





1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 


ss sss sas 8 8 
ee. 2 2s 2 2 Ss te. fe 


3 





Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die Schar- 
dinger-Reaktion von der Milch altmilchender Kiihe 
bei 65 bis 70° schneller gegeben wird als bei 45°. 


Tabelle II. 
Versuch mit der Milch frischmilchender Kiihe. 





3] Die Kuh 5. yersucn! | | Die Milch ist in 
hat ge- ae | Versuch gesetzt Versuch gesetzt 

boren = susgeftihrt bei 65° bis 70° bei 45° 
am sm | um 9% abends = © = um_-92 abends 








19.1. | 17.2 Ist entfarbt 102° abends Ist entfarbt 9°° abends 


19.1. | 26.2. |Entfarbt nicht bis zum’,, ,, 99% 
nachsten Morgen | 
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S| Die Kuh p.. versuch Die Milch wird in Die Milch ist in 
2A hat ge- | war Versuch gesetzt Versuch gesetzt 
"SS] boren | ausgefiihrt bei 65° bis 70° bei 45° 
si am a um 92° abends um 97° abends 
3| 19.1. 10.3. Hellt auf, aber bleibt Ist entfarbt 9° abends 
hellblau bis z. naéchsten 
Morgen 
4 3. 2. 17,2. Ist entfairbt 9** abends_ ,, “a, 
5 3. 2. 1. 3... | w % * a - 925 a 
6 | 28. 12 TS Se - 955 » |» 9 935 9 
7] 10.2 me | a » 10°9 oo Le * 939 ” 
8}; 10.2 SS |x Pa 922 oe Ve 9 928 ” 
9] 10.2 10. 3. | » ges 928 
10} 16.2 17.2. Die Mileh hat bis 1200 Die Mileh hat bis 1200 


abends nicht eine Spur abends nicht eine Spur 
entfarbt entfarbt 
ll 16. 2. 20. 2. |Um 112° abends ist die Ist entfairbt 9** abends 
untere Hilfte blau, die) 
obere weiB. Dies bleibt 
bis z. nachst. Morgen so! 
12 16, 2. 26.2. ‘(Die Milch ist bis zum ,,  . « 
nichsten Morgen nicht 
entfarbt 
13 16. 2. 10. 3. Die Milch ist am nich-| ,, ‘  w 
listen Morgen hellblau, 

aber nicht entfarbt 


niachsten Morgen nicht 


entfarbt 


14] 28.12. | 26.2. [DieMilchistam nachst.,, , 9 ,, 
| ‘Morgen nicht entfiirbt 
15} 12.2. | 6.3. |Die Milch ist bis zum ,, ee. 





Nach dieser Tabelle ist im allgemeinen der SchluB 
berechtigt, daB von der untersuchten Milch frisch- 
milchender Kiihe mit geringen Ausnahmen die Schar- 
dinger-Reaktion besser bei einer Temperatur von 45° 
als bei einer Temperatur von 65 bis 70° gegeben wurde. 

In der Milch frischmilchender Kiihe wird der den positiven 
Ausfall der Reaktion bedingende Koérper bei einer Erhitzung 
iiber 45° anscheinend haufig zerstért. Es mu8 dies bei An- 
stellung der Reaktion beriicksichtigt werden und es empfiehlt 
sich, die Milch stets bei 45° zu untersuchen, will man den 
die Schardinger-Reaktion auslésenden Kérper nachweisen. 

Fiir kiinftige Untersuchungen iiber den Nachweis des die 
Schardinger Reaktion bedingenden Kérpers, soweit es sich 
hierbei um die Untersuchung iiber die Natur dieses Korpers 
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handelt, wird es sich daher empfehlen, die Reaktion zuerst 
bei 65 bis 70° anzustellen; zeigt sich hierbei eine Abweichung 
von der Norm, so ist der Versuch mit einer anderen Probe 
derselben Milch bei 45° zu wiederholen. 

Das Temperatur-Optimum fiir die Anstellung der Reaktion 
mit der Milch altmilchender Kiihe liegt meist bei 65 bis 70°. 

Um das Wesen des das Formalin-Methylenblaugemisch 
entfarbenden Koérpers naher kennen zu lernen und um zu ent- 
scheiden, ob dieser Kérper in der Milch priaformiert vorhanden 
ist, oder ob er spater, vielleicht erzeugt durch Bakterien, in 
der mit der AuBenwelt in Beriihrung gekommenen Milch auf- 
tritt, habe ich Milch steril von der Kuh entnommen. Die 
Entnahme aus dem Euter geschah unter anti- und aseptischen 
Kautelen mit Hilfe eines Melkréhrchens. Es wurde so stets 
die Einzelmilch der verschiedenen Striche erhalten. Ein Teil 
der Milch wurde wahrend mehrerer Tage mit den bekannten 
Methoden auf Sterilitét gepriift und blieb dauernd steril in 
dieser Zeit, wihrend mit dem anderen, fast noch die Kérpertempe- 
ratur aufweisenden, also véllig frisch ermolkenen Teil sofort die 
Reaktion angestellt wurde. Hierbei zeigte sich, daB bei der 
meisten Milch altmilchender Kiihe die Reaktion bei 65 bis 70° 
sehr bald, innerhalb weniger Minuten ablief, waihrend die Milch 
frischmilchender Kiihe meist nicht entfarbte, auch nicht bei 
45°. Es muBte also der das Formalin-Methylenblaugemisch 
entfirbende Kérper oft in der Milch altmilchender Kiihe pra- 
formiert vorhanden sein, wahrend er meist in der Milch frisch- 
milchender Kiihe fehlt. Es handelt sich hiernach wahrschein- 
lich, wie das auch Trommsdorf (I. c.) angibt, um einen enzym- 
artigen K6rper in der Milch, der mit Riicksicht auf seine ent- 
firbende LEigenschaft als Schardinger-Enzym_bezeichnet 
werden kann. 

Es war bei diesen Untersuchungen der Milch jedes ein- 
zelnen Striches eines Euters interessant, festzustellen, daB_ bei 
frischmilchenden Kiihen mitunter die Milch von drei Strichen 
bei der Reaktion nicht entfairbt, wahrend die Milch des vierten 
Striches entfirbt. Auch das Umgekehrte konnte beobachtet 
werden. Eine derartige Mischmilch einer Kuh entfairbt aber 
trotzdem in der vorgeschriebenen Zeit das Schardinger-Re- 
agens. Ebenso war die Zeit bis zum Ablauf der Reaktion bei 
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der Milch der einzelnen Striche frischmilchender Kiihe oft ver- 
schieden lang. Diese Tatsachen habe ich spiter auch bei nicht 
steril entnommenen Einzelstrich-Milchproben bestatigen kénnen. 


e) SchluBfolgerungen aus den angestellten Versuchen. 


Die Ergebnisse meiner Untersuchungen lassen sich kurz 
dahin zusammenfassen, daB die Angaben Schardingers be- 
treffs seiner Reaktion fiir Milch, welche in seinem Sinne be- 
statigt und aus denen allgemein geltende Schliisse gezogen worden 
sind, nicht fiir jede Milch zutreffen. Die Schardinger-Re- 
aktion ist nicht in jedem Falle geeignet, iiber die 
»Frische“ oder tiher die Hitzedenaturierung oder 
tiber die Verfalschung einer Milch mit Wasser zu 
entscheiden. 

Was die Anstellung der Reaktion selbst anlangt, so ist es 
zweckmaBig, diese im allgemeinen in einem Wasserbad 
von 65 bis 70° vorzunehmen, wie es Brand (l.c.) an- 
gegeben hat. Verlauft aber die Reaktion bei dieser 
Temperatur negativ, so mu8 der Versuch, sofern man 
die Anwesenheit des die Formalin-Methylenblaulésung 
entfarbenden Enzyms nachweisen bzw. negieren will, 
mit einer anderen Probe derselben Milch im Wasser- 
bad bei 45° wiederholt werden. 

Fallt die Reaktion auch bei dieser Temperatur negativ 
aus, so wird man sagen kénnen, daB das Schardinger-Enzym 
in der untersuchten Milch fehlt, im anderen Falle, daB es vor- 
handen ist. Diese Verhiltnisse miissen genau beriicksichtigt 
werden. 

Die Angaben Schardingers und der anderen, oben be- 
reits erwahnten Autoren treffen nur im allgemeinen fiir 
die Milch altmilchender Kiihe’) zu. Derartige Milch ent- 
farbt das Formalin-Methylenblaugemisch ziemlich schnell in der 
bekannten Weise. Aber auch hier kommen scheinbar Aus- 
nahmen vor, wie die vorhandene Literatur beweist, wenn auch 
diese Angaben, abgesehen von einigen wenigen, mit einer ge- 
wissen Reserve zu beurteilen sind; denn keiner der Autoren, 


1) ,,Frischmilchend“ und ,,altmilchend* soll in dieser Arbeit nicht 
im forensischen Sinne verstanden werden. Es soll damit nur der un- 
gefihre Zeitpunkt der Lactation bezeichnet werden. 
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die sich bis dahin mit der Schardinger-Reaktion be- 
schaftigt haben, hat bei seinen Untersuchungen die 
Lactationsperiode beriicksichtigt, in der sich die Kuh 
befand, von der die jeweils untersuchte Milch her- 
stammte. Das erscheint zunichst verwunderlich, ist aber er- 
klirlich, da die Schardinger- Reaktion bisher ausschlieBlich 
von Arzten und Chemikern, niemals aber von einem Tierarzt 
zum Gegenstand einer Untersuchung gemacht worden ist. So 
erklart es sich auch, daB Brand (l.c.) den negativen Ausfall 
der Schardinger-Reaktion bei einer Kuh, die 221 Milch pro 
Tag gab, nicht anders als mit den oben bereits zitierten Worten 
zu erklaren versucht hat. Und gerade dieser Fall von Brand 
hatte vielleicht schon damals Veranlassung zu Untersuchungen 
in der von mir eingeschlagenen Richtung geben kénnen. 
Abgesehen hiervon aber kommen auch ganz vereinzelt Fille 
vor, in denen die Schardinger-Reaktion sicher negativ aus- 
fallt, ohne daB hierfiir gerade die Lactationsperiode stets mit 
Sicherheit verantwortlich gemacht werden kann. Diese Tat- 
sachen bediirfen noch einer weiteren Klaérung, wenn sie auch 
bei der Beurteilung der ganzen Frage kaum jemals von weit- 
tragender Bedeutung sein werden. 

Ein ganz exzeptionelles Verhalten gegeniiber der Schar- 
dinger-Reaktion zeigt die Milch solcher Kiihe, welche vor 
nicht langer Zeit gekalbt haben. Die Colostralmilch soll hierbei 
ausgeschlossen sein. In der Regel gibt die frische, nicht 
mit Wasser verdiinnte und nicht erhitzte Milch von 
solchen Kiihen, welche vor einigen Tagen oder vor 
einigen Wochen geboren haben, die Schardinger-Reak - 
tion nicht, Es kénnte daher der negative Ausfall der Reaktion 
bei solcher Milch, zieht man die bisher und zwar wieder in aller- 
letzter Zeit in der Literatur aufgezeichneten Angaben in Betracht, 
nach diesen zu bedauerlichen Irrtiimern Veranlassung geben. 

Deshalb ist die Schardinger-Reaktion tiberhaupt 
nicht geeignet, ohne weiteres iiber die Qualitaét einer 
Milch AufschluB zu geben. Die Reaktion ist vom prakti- 
schen Standpunkt aus in der Hinsicht, da8 sie eine Hitze- 
denaturierung der Milch oder eine Verfalschung derselben mit 
Wasser nachweisen soll, mit allergréBter Vorsicht, z. B. bei 
einer Milchkontrolle, anzuwenden. 
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Die Milch in der allerersten Zeit nach der Geburt, also 
das makroskopisch als Colostralmilch erkennbare Eutersekret, 
hat beziiglich der Schardinger-Reaktion bei meinen Unter- 
suchungen ein verschiedenes Verhalten gezeigt. Mitunter ist 
das die Formalin-Methylenblaulésung entfarbende Enzym in 
dieser Milch vorhanden gewesen, manchmal hat es gefehlt, 
wohingegen es jedoch stets einige Tage nach der Geburt des 
Kalbes nicht nachzuweisen gewesen ist. Hierbei ist bemerkens- 
wert, da8 das Schardinger-Enzym in der Milch der Kihe, 
an deren Euter ein Kalb gesaugt, auffallend spat und 
ziemlich lange nach der Geburt im Verhaltnis zu der Milch 
der Kiihe nachzuweisen war, an deren Euter ein Kalb nicht 
gesaugt hat. In den letzteren Fallen war stets das Enzym 
ziemlich friih nach der Geburt in der Milch vorhanden. Diese 
Tatsachen bediirfen jedoch noch weiterer Klarung. 

Hinsichtlich der Milch euterkranker Kiihe kann in allen 
Punkten ein abschlieBendes Urteil iiber die Schardinger-Re- 
aktion nicht gegeben werden. Es wurde ein Fall beobachtet, 
bei dem die Milch eines erkrankten Striches die Schardinger- 
Reaktion iiberhaupt nicht gegeben hat, sobald man den serum- 
ahnlichen Teil des Eutersekretes zur Reaktion benutzte, wohin- 
gegen der mit dichten Flocken und Gerinnseln durchsetzte Teil 
des Sekretes die Reaktion prompt gab. 

Die Schardinger-Reaktion wird jedenfalls durch ein 
Enzym bedingt, wofiir die Befunde sprechen, welche man an 
ganz frischer, noch fast die Kérperwarme aufweisender, steril 
ermolkener Kuhmilch erheben kann. 

Ohne die naheren Einzelheiten der festgestellten Tat- 
sachen in Betracht zu ziehen, ist man berechtigt zu sagen: 

1. Die frische Milch ,,altmilchender Kiihe“ ent- 

farbt in der allergréBten Mehrzahl der Faille 

das Formalin-Methylenblaugemisch nach der 
Angabe Schardingers. 

2. Die frische Milch ,,frischmilchender Kiihe“ ent- 

farbt das Formalin-Methylenblaugemisch nicht 

im Sinne der Angaben Schardingers und der 

anderen Autoren. Dies ist namentlich dann zu be- 

achten, wenn ein Kalb langere Zeit am Euter der 

fraglichen Kuh saugt, bzw. gesangt hat. 
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3. Die Menge desdie Formalin-Methylenblaulésung 
entfarbenden und sich in der Milch einer frisch- 
milchenden Kuh zeigenden Enzyms — aus- 
schlieBlich der Colostralmilch — steigt im 
gleichen Verhaltnis mit der zeitlichen Ent- 
fernung vom Termin des Partus der Kuh aill- 
mahlich zur Norm an. 


Anmerkung. 


Koning hat in seinen ,,biologischen und biochemischen 
Studien iiber Milch“ (Leipzig 1908) auch dhnliche Tatsachen 
wie die vorstehenden verdffentlicht. Konings Studien sind 
mir erst nach Fertigstellung meiner Arbeit bekannt geworden, 
weshalb sie in der Literatur nicht beriicksichtigt werden konnten. 
Koning hat seine Untersuchungen in etwas anderer Weise an- 
gestellt als ich. Vor allen Dingen fehlen bei ihm die systema- 
tischen Untersuchungen iiber das auffallige Verhalten der 
Milch frischmilchender Kiihe gegeniiber der Schardinger- 
Reaktion. Dem Saugen oder Nichtsaugen am Euter der Kuh 
miBt er scheinbar keine Bedeutung bei. Gerade diesen Punkt 
halte ich fiir sehr wichtig. Im allgemeinen aber darf ich an- 
nehmen, daS Koning schon einige Feststellungen meiner 
Arbeit durch seine Beobachtungen bestatigt hat. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind von mir bereits fiir die 
praktische Veterinirmedizin zur Erkennung des ,,Frisch- 
milchendseins“ der Kiihe im forensischen Sinne verwertet 
worden. Die diesbeziigliche Veréffentlichung erfolgt demnachst 
in den Monatsheften fiir praktische Tierheilkunde. 














Das Vorkommen von Lipasen in den Geweben. 
Von 
A. Pagenstecher. 
(Aus der med. Universitits-Poliklinik zu Heidelberg.) 


(Bingegangen am 29, April 1909.) 


Die Anwesenheit von fettspaltenden Fermenten im Darm- 
tractus ist schon lange festgestellt, neu dagegen und bislang 
nur in geringerem Mae durchgefiihrt sind Untersuchungen iiber 
das Vorkommen fettspaltender Elemente in den Geweben des 
Korpers. 

Eine gré8ere Bedeutung wird erst neuerdings diesen Lipasen 
zugemessen, seitdem sich gewisse Analogien zwischen dem Ge- 
halt der Immunsera an Lipasen und den Immunkérpern ge- 
funden haben, wie dies aus den Arbeiten von Neuberg und 
Reicher’) und Neuberg und Rosenberg’) hervorging. Neu- 
berg und seine Mitarbeiter konnten damals feststellen, da 
alle die von ihnen untersuchten Immunsera imstande waren, 
Fette zu spalten, und es lag danach der Gedanke nahe, auch 
OrganpreBsaft auf seinen Gehalt an Lipasen zu priifen. Dieser 
Gedanke hatte um so mehr verlockendes fiir sich, als nach den 
Untersuchungen von Korschun und Morgenroth*) einer 
Reihe von Organextrakten eine sehr erhebliche hamolytische 
Wirkung zukommt, wenn sich auch dieselbe in der Art ihres 
Zustandekommens in wesentlichen Punkten von der Hamolyse 
durch Immunsera unterscheidet. Es mag gleich hier hervor- 
gehoben werden, da8 diese Untersuchungen, die ich auf Ver- 
anlassung von Lefmann vornahm, auch mit Riicksicht darauf 
1) Diese Zeitachr. 4, 281, 1907; Miinch. med. Wochenschr. 1907, 35. 
2) Berl. klin. Wochenschr. 1907, 44, 54. 
3) Berl. klin. Wochenschr. 1902, Nr. 37. 
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stattgefunden haben, daB sich gewisse Ausblicke eréfineten 
fiir das Vorkommen und die Verteilung der Immunkérper, 
wenn €s gelange, nachzuweisen, da$B der Gehalt eines Organs 
an Lipasen und an Immunkérpern stes parallel geht oder 
gar, daB mit dem Auftreten von Lipasen in einem Organ 
sich _Immunkérper in demselben nachweisen lieSen. Ehe man 
aber zu hierauf gerichteten Untersuchungen iiberging, muBte 
man sich erst iiber das Vorkommen von Lipasen in normalen 
Organen orientieren, und ich ging deshalb so vor, daB ich zu- 
nachst den Lipasengehalt der wichtigsten Organe an leicht zu- 
ginglichem Material bestimmte. Anfinglich benutzte ich die 
verschiedenen Organe des Rindes, Hammels und Schweines. 
Da sich aber dabei herausstellte, daB nicht nur die gleichen 
Organe verschiedener Tiergattungen Differenzen untereinander 
zeigten, sondern auch die gleichen Organe der gleichen Tier- 
gattung so verschieden untereinander hinsichtlich ihres Gehaltes 
an Lipasen waren, da dadurch die Einheitlichkeit und die Uber- 
sichtlichkeit der Versuche ungeheuer beeintrachtigt wurde, so 
beschrinkte ich mich zunachst darauf, eine gréBere Versuchs- 
reihe unter Verwendung der verschiedenen Organe desselben 
Tieres aufzustellen und wahlte zu diesem Zwecke aus duBeren 
Griinden die Organe des Rindes. 

Die Anordnung der Versuche war, abgesehen von einigen in ein- 
zelnen Fillen sich ergebenden Anderungen, stets die gleiche. Das be- 
treffende Organ wurde in der Fleischhackmaschine sorgfaltig zerkleinert, 
eine bestimmte Menge, gewdhnlich waren es 200 g, abgewogen und zu 
gleichen Teilen mit Kochsalzlésung versetzt. Um Fiaulnis zu verhindern, 
wurden zu dieser Mischung 5 ccm Toluol zugesetzt. Dieselbe wurde 
dann auf der Schiittelmaschine ca. 24 Stunden digeriert und durch ein 
mittelgrobes Leintuck hindurchgepreBt. Von dem auf diese Weise ge- 
wonnenen PreBsaft wurden je 20 ccm in MeBkolben von 150 ccm 
Inhalt gebracht; auf diese Weise wurden acht Kolben mit PreBsaft ver- 
sehen und zu diesen jeweils 5 com Toluol zugesetzt. Die weitere Be- 
handlung war darnach verschieden. Wahrend zwei Kolben ohne weiteren 
Zusatz blieben, wurde zwei anderen 10ccm Oliven6] zugesetzt. Zwei weitere 
erhielten einen Zusatz von 25 ccm einer Emulsion von 2 Gelbeiern mit 
50 com Kochsalzlésung. Den beiden letzten Kolben wurde je 1 com 
Monobutyrin zugesetzt. Jeweils eine von diesen zwei Proben wurde im 
Wasserbade sofort gekocht. dann auf Eis gestellt und abgekiihlt, die 
andere wurde nach 24stiindigem Aufenthalt im Brutschranke demselben 
Verfahren unterworfen. Beide Proben wurden dann auf 150 ccm mit 
destilliertem Wasser aufgefiillt, filtriert und mit einer Pipette je 50 ccm 
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jeder Probe entnommen. Diese 50 ccm wurden dann mit Phenolphthal- 
einlésung titriert, um ihren Sauregehalt festzustellen. Die Differenz 
zwischen den direkt nach dem Kochen gefundenen Werten und den nach 
24stiindigem Brutschrankaufenthalt ermittelten ergab die Saureverschie- 
bung — Zu- oder Abnahme — fiir 50 ccm. Fiir die Gesamtmengen — 
150 com — muBte man also das Dreifache rechnen. In einer zweiten 
Versuchsreihe wurde dann der Versuch gemacht, das Ferment zu iso- 
lieren. Zu diesem Zwecke wurde der durch das angegebene Verfahren 
gewonnene PreBsaft zu gleichen Teilen mit absolutem Alkohol versetzt 
und unter der Saugpumpe bis nahe zur Trockne von der suspendierten 
Fliissigkeit abgesogen. Diese getrocknete Masse wurde mit Kochsalz- 
losung versetzt, entsprechend der Halfte des verwendeten PreBsaftes, und 
unter Zusatz von weiteren 5 ccm Toluol 24 Stunden auf der Schiittel- 
maschine digeriert. Das so gewonnene Produkt wurde durch ein 
Faltenfilter filtriert und 20 ccm des klaren Filtrates in Kolben zu 
150 com in folgender Weise weiter verarbeitet. Zu dem Filtrat wurden 
zunachst je 5 ccm Toluol gesetzt. Ein Kolben wurde ohne Zusatz ge- 
kocht, aufgefiilit und filtriert, um die Siuremenge festzustellen. Drei 
weiteren Kolben wurden 25 ccm einer Emulsion von 3 Gelbeiern mit 
75ccm Kochsalzlésung zugesetzt. Zwei von diesen Kolben wurden sofort 
gekocht, der eine sofort weiter verarbeitet und titriert, der andere kam 
mit dem dritten, nicht gekochten, auf den Brutschrank und verblieb 
dort 24 Stunden. Nach dieser Zeit wurde bei diesen die Saiuremenge 
bestimmt. Die Differenz zwischen den Siuremengen des ersten und dritten 
Kolbens ergab die Saurevermehrung. Zu den beiden letzten Kolben wurde 
lccm Monobutyrin zugesetzt, der eine sofort gekocht, der andere nach 
24stiindigem Verweilen im Brutschrank. Die Siuremengen wurden fest- 
gestellt, die Differenz berechnet. 


Nach Beendigung dieser Untersuchungen kam es uns darauf 
an, das Verhialtnis der mittleren Fettspaltung zur Trockensubstanz 
der einzelnen Organe festzustellen. Zu diesem Zwecke machten 
wir eine Anzahl genauer Trockensubstanzbestimmungen von je 
10 g eines Organs. 

Gehen wir jetzt zu den Ergebnissen der nach den oben 
ausgefiihrten Gesichtspunkten gemachten Untersuchungen, und 
zwar zunachst bei der Milz, iiber, so ergibt sich folgendes: 





Milz. 


20 com PreBsaft + 5 ccm 
Toluol, sofort gekocht und | 
titriert | 6,98) 11,4 | 9,84, 4,80 15,09 


~ Dasselbe nach 24stiindigem | 
Verweilen auf dem Brut- | | 
schrank. . . He ai —_ 5,98 | 9,48 11,52 | 13,02 10,74 


Differenz . p= | — |+1,92|+1,68|+ 8,22|—4,35 
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20 com PreBsaft +- 5 ccm 
Toluol +- 10 cem Oliven- 
6! sofort gekocht und 
(OE. niece eo we we 9,00 4,98 4,62) 5,58) 5,52 9,36 


Dasselbe nach 24stiindigem 
Verweilen auf dem Brut- 
OE «<6 6 ws so « EO 7,32 | 12,30 8,58 13,56 | 18,42 


0. ae ee +-1,8 + 2,34 + 7,68) + 3,0 |+ 8,04/+ 9,06 





20 com PreBsaft +- 5 ccm 
Toluol -- 25 cem Gelbei- 


emulsion, sofort gekocht 
wed tirieg§ 2. 1 1. 5 ss 7,5 7,44 65,64 2,76) 6,42 10,92 


Dasselbe nach 24stiindigem 
Verweilen auf dem Brut- 
ee ee . | 13,32 15,18 14,34 15,18 16,98 15,90 


eee ae +- §,82)— 7,74 +. 8,70)-+-12,42 +10,56:+- 4,98 





20 ccm PreBsaft —+- 5 ccm 
Toluol + 1 ecm Mono- 
butyrin, sofort gekocht 
wn Qiielest 2 2. wwe 10,38 


Dasselbe nach 24 stiindigem 
Verweilen auf dem Brut- 
Ss 6 2 3 6 4 8 43,80 

! 


i |+33,42 





Aus dieser Tabelle geht hervor, da8 eine Abspaltung von 
Fettsiuren aus den verwendeten Fetten eingetreten ist. Wahrend 
ohne Zusatz der Fette eine Saéurevermehrung nur in ganz ge- 
ringem MaBe stattfindet (durchschnittlich -+-0,726 ccm), trat 
eine Vermehrung des Saéuregehaltes bei Anwesenheit von Fetten 
ein und zwar ergab sich bei Anwesenheit von 01 eine Séuremenge 
entsprechend 5,33 ccm, bei Anwesenheit von Eigelb eine Saure- 
menge entsprechend 8,02 cem einer ®/,,-Natronlauge. Monobutyrin 
zeigte eine Vermehrung von 33,42 ccm Siaure. Diese Spaltung ist 
wohl ausschlieBlich den Fermenten zuzuschreiben, zumal uns die 
Isolierung des Fermentes gelang. Die Versuche wurden auf die 
oben beschriebene Art gemacht. Der filtrierte Kochsalzextrakt 
des mit Alkohol gefallten Milzsaftes ergab folgendes Resultat: 

20 ccm des gekochten Milzsaftes ergeben eine Saiuremenge von 


0,32 com. 

Drei Kolben wurden mit je 20 ccm Saft und 25 com Eigelbkoch- 
salzemulsion beschickt. Der eine Kolben wurde sofort gekocht und 
aufgefiillt. Es ergab sich eine Aciditét von 0,5 com; ein anderer 
gekocht und in den Brutschrank gestellt, ergab 0,56 ccm, dagegen 
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ergab der dritte Kolben, der nach der Brutschrankbehandlung gekocht 
wurde, 0,82 ccm. Zwischen dem Titrationsergebnis des ersten und dritten 
Kolbens besteht demnach, auf 150 ccm berechnet, eine Differenz von 
0,78 cem, eine Saéurevermehrung, die der Fermentwirkung zuzuschreiben 
ist. Eine zweite Versuchsreihe ergab vor der Brutschrankbehandlung 
0,64 com, nachher 1,02 com, also eine Siurevermehrung von 1,14 ocm. 

Der Nachweis einer fermentativen Spaltung diirfte damit erbracht 
sein. Noch deutlicher wird dieselbe bei Verwendung von Monobutyrin, 
obwohl dabei anscheinend die Mengen des isolierten Fermentes stark 
schwanken, wie aus den folgenden Zahlen hervorgeht. In dem einen 
Versuch ergab sich eine Saéurevermehrung von 0,6 ccm (1,48 ccm vor, 
1,68 ccm nach dem Brutschrank), im anderen Falle 3,75 ecm (1,68 ccm 
vor, 2,93 ccm nach dem Brutschrank). 

Da8 in der Leber fettspaltende Fermente vorkommen, war 
bekannt; die folgenden Bestimmungen wurden hauptsiachlich zu 
Vergleichszwecken vorgenommen. 

Die Bestimmungen wurden von sechs verschiedenen Rinderlebern 
gemacht, und zwar in gleicher Weise wie bei der Milz. Zwei Kolben 
wurden mit 20 com Lebersaft, zwei weitere mit Lebersaft und Ol, zwei 
mit 25 ccm Gelbeiemulsion, die letzten endlich mit Monobutyrin versetzt. 
Die Einzelresultate sind folgende: 





Leber. | | 
20 ccm PreBsaft +- 5 ccm | 
Toluol, sofort gekocht 
und titriert 5,28 | 5,22, 6,40, 8,60 4,72 4,86 


“Dasselbe nach 24stiindi- | =| | 


| 


| 
5,64 6,12 23,84 8,72| 3,96| 6,06 


" Differenz + 0,36 + 0,90|+17,44/-+ 0,12 — 0,76 + 1,20 


20 com PreBsaft -+- 5 ccm | 
Toluol + 10 cem Oliven- 
él, sofort gekocht und 
titriert 5,40 | 4,86 6,36 6,36 5,76 4,32 


gem Verweilen im Brut- 





Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Verweilen im Brut- 
schrank 7,02 7,50 27,30 8,10 6,82 6,57 


Differenz . . . [+ 1,62/+ 2,64 +20,94'-+ 1,74/+ 0,06 + 2,25 


20 ccm PreBsaft + 5 ocm | 
Toluol -}- 25 ccm Gelbei- 


emulsion, sofort gekocht | 
und titriert 3,24 | 7,32 6,78 24,00, 6,24 6,54 





~ ‘Dasselbe nach 24stiindi- | 
gem Verweilen im Brut- | 
6,96 19,80 | 61,98 | 61,20 | 14,52 18,39 
Differenz, “ss + + [4 3,72/+12,48|+55,20 +37,20)-+ 8,28 +11,86 


Biochemische Zeitschrift Band 18. 19 
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20 com PreBsaft -- 5 com 

Toluol 4-1 cem Mono- 
butyrin, sofort gekocht 
und titriert ...... 17,10 | 


Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Verweilen im Brut- 
Pe ae 


















ee... fe Se us 


Bei der Betrachtung dieser Tabelle ergibt sich als Durch- 
schnittszahl: 

fiir Leber ohne Zusatz . . . 3,23 Saurevermehrung, 
ap@- is - s » 
be a ,, Gelbeiemulsion 21,455 i 
» Monobutyrin . 10,74 es 





” ’° 


” ” 


Bei der Betrachtung der Tabelle fallt zunachst auf, eine 
wie groBe Differenz zwischen den Lebern der verschiedenen 
Tiere herrscht. Nur daraus erklart sich die geringe Spaltung, 
die das an sich am leichtesten spaltbare Monobutyrin erlitt. 
Es war eben eine Leber, die an sich wenig Ferment enthielt. 
Eine gréBere Menge von Monobutyrinversuchen unterblieb aus 
auBeren Riicksichten. Auf den Vergleich der Durchnittssaure- 
mengen wollen wir am SchluB der Arbeit eingehen. Nur sei 
hier noch hervorgehoben, daB, wie schon erwahnt, Ver- 
suche mit Leberextrakten schon friiher angestellt wurden und 
zwar von Kastle und Loewenhart'), die Leberextrakte ver- 
schiedener Tiere mit Athylessigester erfolgreich zu spalten ver- 
mochten. Weitere Versuche wurden von Nencki und seinem 
Schiiler Lydie*) mit Leberbrei und Salol, resp. Tribenzoin mit 
Erfolg gemacht. Den theoretischen Schlu8, den Nencki hierbei 
zog, daB alle Gewebe unter Umstinden fettspaltende Eigen- 
schaften haben, hoffen wir im weiteren Verlaufe unserer Unter- 
suchung experimentell beweisen zu kénnen. 

Was die Isolierung des Leberfermentes anlangt, so gingen 
wir dabei in derselben Weise vor, wie bei der Milz. Da es 
sich hier um eine gréBere Versuchsreihe handelt, lassen wir die 
Tabelle folgen. 








1) Chem. News 83, 64, 1901. 
2) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 20, 367. 
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20 ccm Filtrat +- 5 ccm ' 
Toluol, direkt gekocht 4 
und titriert ...... 180' 09 | — — 
20 ccm Filtrat + 5 com S| 
Toluol + 25 ccm Eigelb- H 
emulsion, gekocht und ae 
CO 6 a ss ee we A 3,18 | 2,34 2,34 3,30 3,00 1,68 i 
oe — — —— - - . in a a . ie 
Dasselbe nach 24stiindi- a 
gem Verweilen im Brut- 4 
schrank gekocht und ti- | | 
Dh 6 66 ee ee So 3.18 8,14 2,52 4,92 | 3,90 2,16 5 
Bet cS 0 |+.6,70 + 0,18 + 1,62\+ 0,904 0,48 
20 com Filtrat + 5 com | 
Toluol + 1 cem Mono- Z| 
butyrin, sofort gekocht a | 
und titriert ....... 5,76 
Dasselbe nach 24stiindi- | ' 
gem Verweilen im Brut- 
schrank gekocht und ti- : 
ere ek b48 6,06 | 
SE a eee + 0,30 a ae ile ‘| 
Nach dieser Tabelle wurde also in fiinf von sechs Fillen eine Fett- 
spaltung, eine Siurevermehrung durch das gewonnene Ferment erzielt, ; 
nur in einem Falle kam keine Spaltung zustande. Der mittlere Saure- ; 
vermehrungswert betrug 1,48. Die geringe Saiurevermehrung, die die Jd 
Spaltung des Monobutyrins anzeigte, ist wohl darauf zuriickzufiihren, a | 
daB es in diesem Falle zu einer Spaltung tiberhaupt nicht kam. ; 
Wenden wir uns nun den mit Muskelfleisch vom Rinde i 
angestellten Versuchen zu, so ist hier, wie aus der Tabelle hervor- ‘ 
geht, nicht iiberall die Aciditaétsvermehrung eingetreten. a 
; Nachstehend die Tabelle: ; 
; 
; Fleisch. 
; 20 cem PreBsaft +- 5 com 
i Toluol sofort gekocht und i 
; Wee ce eke 8,70 5,88 | 856 7,04 7,88 8,40 Hd 
: —— —————— ——— ; 
j Dasselbe nach 24stiindi- { 
; gem Verweilen im Brut- | 
: schrank gekocht und ti- | ' 
; eae 8,88 5,76 6,08 8,32 | 7,44 7,68 ; 
OD. os 0 x.+ 9.2 — 0,18|— 0,12 — 2,48| + 1,28|— 0,44|— 0,72 
, : 
19* 4 
: 
i 
t 

















292 A. Pagenstecher: 





20 ccm PreBsaft -+- 5 ccm 
Toluol +- 10 ccm Olivenél 
sofort gekocht und titriert 8,34 6,00 3,06 882 9,54 9,36 


Dasselbe nach 24stiindi- a ue 7) 
gem Verweilen im Brut- 


schrank gekocht und ti- 
Gics wh 8 WE 9,90 9,00 | 3,06 9,66 9,30 9,00 


Difierenz ....... . [+1,56-+3,00| — |+0,84\—0,24\— 0,36 


20 ccm PreBsaft +- 5 com 
Toluol + 25 com Gelbei- 
emulsion sofort gekocht 
und titriert...... 8.64 6,24 9,66 6,72 | 7,26 8,82 


Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Verweilen im Brut- 
schrank gekocht und ti- 
Mes 2 + «+s Ree 13,92 6,12 | 9,30 9,66 14,28 9,30 

0 eae + 5,28 — 0,12|— 0,36|-+- 2,94) 4 7,02|-+ 0,48 

20 ccm PreBsaft + 5 ccm | | 

Toluol -+- 1 ccm Mono- | 











butyrin sofort gekocht 
one Gites. «6+ & 0 | 9,24 | 


Dasselbe nach 24stiindi-— 
gem Verweilen im Brut- 
schrank gekocht und ti- 





Aus dieser Tabelle geht hervor, da8 zuniachst eine Aciditats- 
vermehrung des Fleischsaftes allein nach Brutschrankaufenthalt 
nicht zu beobachten war. Im Gegenteil fand in vier von sechs 
Fallen eine Verminderung statt. Nach Zusatz von Oliven6l fand eine 
Saurevermehrung in drei von sechs Fallen statt. Einmal blieben 
die Séureverhaltnisse nach Olivenélzusatz trotz Brutschrankaufent- 
halts gleich. Zweimal nahm die Séure nach Brutschrankaufent- 
halt ab gegeniiber den vorher gemachten Bestimmungen. Ein 
ahnlich wechselndes Verhialtnis zeigt sich auch bei den mit 
Gelbeiemulsion versetzten Proben: hier war in vier von sechs 
Fallen eine Saurezunahme zu beobachten, in zweien eine Saure- 
verminderung. Es liegen hier kompliziertere Verhaltnisse vor 
als bei anderen Organen, hauptsichlich wohl wegen der im 
MusielpreBsaft stattfindenden Milchséurebildung, welche die 
Deutung der Untersuchungsergebnisse wesentlich erschwert. Es 
soll deshalb hier nur noch betont werden, daB eine eigentliche 
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Isolierung des Fermentes ebenfalls nur fiir Monobutyrin gelang. 
Fir 1 ccm Monobutyringehalt betrug die Siaurevermehrung 
1,68 ccm nach Brutschrankaufenthalt. 


Auch Nencki und seinen Schiilern gelang der Nachweis 


des fettspaltenden Fermentes im MuskelpreSsaft mit Mono- 
butyrin und Athylessigester. 


An die Versuche mit FleischpreBsaft schlossen sich solche 


mit NierenpreBsaft an. 


Betrachten wir zuniachst die Tabelle: 





Niere. 


20 ccm PreBsaft -+- 5 com 
Toluol gekocht und ti- 


Dasselbe nach 24stiindi- 


gem Aufenthalt im Brut- 
schrank gekocht und ti- 


4 Differenz 


4,74 | 1,08 | 2,92 3,78 3,18 | 3,60 


444 348 424 4,14 3,96) 4,62 





20 ccm PreBsaft + 5 com 
Toluol -}- 10ccm Olivenél 
gekocht und titriert . . 


— 0,30 + 2,40 + 1,32\+ 0,36|-+ 0,78|+- 1,02 


3,62 3,62 3,96 2,94 


3,66 3,78 | 





~ Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Aufenthalt im Brut- 
schrank gekocht und ti- 


Differenz 


3,68 3,54 648 | 654 4,32 4,68 
+ 0,06 — 0,12|-+- 2,86|+- 2,58|+- 0,54/-4 1,74 








20 com PreBsaft +- 5 com 
Toluol + 25 ccm Gelbei- 
emulsion gekocht und ti- 


Dasselbe nach 24stiindi- 


gem Verweilen im Brut- 
schrank gekocht und ti- 


Differenz 


5,46 7,388 3,72 3,78 | 4,74 


3,90 





j i 
| | 


4,92 | 13,50 | 13,98 6,18 | 9,78 | 7,86 
— 0,54 + 6,12|+10,26 1 2,40 + 5,04|-+ 3,96 





20 ccm PreBsaft -++- 5 ccm 
Toluol +- 1 ccm Mono- 
butyrin gekocht und ti- 


~ Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Aufenthalt im Brut- 
schrank gekocht und ti- 
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Die Durchschnittswerte, die sich aus diesen sechs Werten 
ergeben, sind folgende: Fiir Nierensaft ohne Zusatz 0,9, fiir 
Nierensaft mit 01 1,27, fiir Nierensaft mit Ei 4,66, fiir Nieren- 
saft mit Monobutyrin 20,64. Auffallend ist hierbei die ver- 
haltnismaBig groBe Aciditétsvermehrung ohne den Zusatz von 
Fetten. Sie ist also, wenn man die Wirkung des Fermentes 
betrachten will, in Abzug zu bringen. Immerhin bleibt doch 
noch eine geniigende Spaltung, besonders fiir Eigelb, am meisten 
aber fiir Monobutyrin iibrig, um auf die Anwesenheit eines 
fettspaltenden Fermentes schlieBen zu kénnen. Spaltungen 
von Monobutyrinlésungen mit auf ahnliche Weise gewonnenem 
Nierensaft sind schon friiher, aber nicht mit so erheblichem 
Erfolge, vorgenommen worden.) 

Versuche, das Ferment zu isolieren, sind bisher noch nicht 
gemacht worden. Unsere diesbeziiglichen Versuche bei drei 
verschiedenen Nieren nach der oben angegebenen Methode 
Gelbeiemulsion zu spalten, erzielten folgendes Ergebnis: 20 ccm 
Saft -+- 5 ccm Toluol + 25 com Gelbeiemulsion gekocht und 
titriert 1,92, 1,56, 2,22 ccm Natronlauge. Dasselbe nach 24- 
stiindigem Verweilen im Brutschrank gekocht und titriert 2,3, 
1,82, 3,36. Differenz: 0,42, 0,36, 1,14. Im Durchschnitt also 
eine Séurezunahme von 0,64. Einen weiteren Versuch setzten 
wir mit Monobutyrin an, es ergab sich eine Spaltung von 0,44 
(1,50, 1,94). Danach la8t sich also eine Isolierung des Fer- 
mentes annehmen. 

Als fiinftes Organ untersuchten wir das Hirn des Rindes. 
Auch hier war, wie die Tabelle zeigt, eine fermentative Wirkung 
des OrganpreBsaftes auf Fette nachzuweisen. 





Hirn. 


20 com PreBsaft -+- 5 com 
Toluol sofort gekocht und | 
titriert 252 | 268 | 1,82 2,70 3,00 6,84 


Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Aufenthalt im Brut- 
schrank gekocht und ti- 
triert 3,66 2,60 2,12 384 3,30 | 3,06 


H.1,18\— 0,08|-+- 0,30!-+- 1,14|+ 0,30|— 3,78 


| 











1) Garnier, Compt. rend., 25 juillet 1902, 04. — Battesti und 
Barreia, Compt. rend., 16 juin 1903, 820. 
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20 com PreBsaft —- 5 ccm 
Toluol + 10 ccm 6] sofort 
gekocht und titriert . . 


Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Aufenthalt im Brut- 
schrank gekocht und ti- 
triert 3,60 3,72 1,62 5,28 438 4,02 


+ 0,72\-+- 0,54 — 1,02\-+ 2,28/-+ 0,54 + 0,48 





20 ccm PreBsaft -- 5 ecm 
Toluol +- 25 ccm Gelbei- 
emulsion sofort gekocht 
und titriert 3,06 3,30 3,42 6,60 1,26 3,78 


Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Aufenthalt im Brut- 
schrank gekocht und ti- 

4,02 7,50 5,82 11,10 6,96 6,04 


+ 0,96 + 4,20 -+ 2,40 -+ 4,50 + 4,70'+ 4,26 





20 com PreBsaft -+ 5 ccm 
Toluol + 1 ccm Mono- 
butyrin sofort gekocht 
und titriert 


Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Aufenthalt im Brut- 
schrank gekocht und ti- 





Differenz 

Die Durchschnittswerte, die sich aus dieser Tabelle ergeben, 
sind folgende: Hirnsaft allein — [0,153], Hirnsaft mit 01 0,69, 
Hirnsaft mit Gelbeiemulsion 3,50, Hirnsaft mit Monobutyrin 
6,72. Diese Siurevermehrung in den im Brutschrank gehaltenen 
PreBsaften ist wohl allein auf die Wirkung des fettspaltenden 
Fermentes zuriickzufiihren; eine Séurevermehrung in den nicht 
im Brutschrank gehaltenen PreBséften kommt zwar vor, ist 
aber so minimal, daB sie nicht in Betracht gezogen zu werden 
braucht. Uber das Vorkommen von Lipasen im Gehirn ist bisher 
nichts bekannt. Die Isolierung gelang uns nicht. Allerdings 
setzten wir nur zwei Versuche an, einen mit Ei, den andern mit 
Monobutyrin, aber in beiden war die Surevermehrung so schwach 
(Ei 1,62, 1,92, Differenz 0,30; Monobutyrin 1,94, 2,28, Differenz 
0,34), daB sich bindende Schliisse daraus nicht ziehen lassen. 

SchlieBlich wurde noch der LungenpreBsaft des Rindes 
untersucht; die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt. 
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Lungen. 


20 com PreBsaft +- 5 ccm 
Toluol direkt gekocht und 
I bear ang? ae 2,40 2,72 | 234; 2,16 | 288 


"‘Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Verweilen im Brut- 


schrank gekocht und ti- 
triert - | 306 | 3,78 1,92 2,58 | 306 3,72 


 ‘Differenz . . . . . . . . [-+0,60|-+ 1,38\—0,80|-+ 0,24|-+- 0,9 |+4 0,56 





20 ccm PreBsaft -+- 5 com 
Toluol -+- 10 cem Ol sofort 
gekocht und titriert . . 3,12 | 2,70; 2.64: 288 | 276 | 228 


' Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Verweilen im Brut- 


schrank gekocht und ti- 
triert 402 3,12 288 | 4,14 3,42 3,18 


Differenz ...... . « [4090+ 0,42'+ 0,24/+ 1,26|-+ 0,66\-+- 0,90 








20 ccm PreBsaft +- 5 ccm 
Toluol -+- 25 com Gelbei- 
emulsion gekocht und ti- 


4,08 2,82 3,36 3,60 


Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Verweilen im Brut- 
schrank gekocht und ti- 

4,62 5,70 | 13,08 7,80 3,30 3,12 


~ Differenz “. ss + 1,144 2,88|+ 9,00/+ 4,98|— 0,06\— 0,48 


20 cem PreBsaft + 5 ccm 
Toluol + 1 com Mono- 
butyrin sofort gekocht 
und titriert 


~ Dasselbe nach 24stiindi- 
gem Verweilen im Brut- 
schrank gekocht und ti- 
triert - 12,42 
" ‘Differenz . 2... | se 
Als Durchschnittswerte ergeben sich aus dieser Tabelle: 
Lungensaft 0,96 ccm, Lungensaft mit 01 1,46 com, Lungen- 
saft mit Gelbeiemulsion 2,92 ccm, Lungensaft mit Monobutyrin 
9,84 com Saéurevermehrung. 
Danach fand auch nach Zusatz von Lungensaft zu Fetten 
eine Séurevermehrung statt. 
Auffallende Ergebnisse zeigte der Versuch, das Ferment 
zu isolieren. Wéahrend die drei angesetzten Gelbeiproben ein 


positives Ergebnis zeigten (eine Saéurevermehrung von 0,66; 
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0,60; 0,30), verliefen die Spaltungen mit dem sonst am leich- 
testen spaltbaren Monobutyrin negativ (— 1,20 und — 0,54 ccm). 
Ein Grund fiir diese auffallende Tatsache léBt sich nicht finden. 
Die Isolierung des Fermentes ist als nicht gelungen zu be- 
trachten. 

Es sollen hier noch kurz einige Kontrollversuche Er- 
wahnung finden. Dieselben wurden in der Weise angestellt, 
da8 eine Anzahl Kolben nur mit dem Saft des betreffenden 
Organes beschickt wurden, die eine Halfte der Kolben wurde 
sofort gekocht, die andere im  Brutschrank weiter be- 
handelt. Es ergaben sich bei den verschiedenen Organen be- 
friedigende Resultate. Die verschiedene Anzahl der Versuche 
erklart sich daraus, daB mit Riicksicht auf das vorhan- 
dene Material gearbeitet werden muBte. Bei der Milz mibB- 
langen die Versuche im Anfang, da durch den Ubergang von 
Blutfarbstoff in das Filtrat eine Rotfirbung entstand, die die 
Titration mit Phenophthalein sehr erschwerte. Die Versuche 
gelangen erst, als man durch Zusatz von 10 ccm einer "/,,- 
Oxalsiure eine geniigende Fallung zu erreichen vermochte. 

Bei der Milz umfaBte die erste Versuchsreihe drei Parallel- 
versuche. Es ergab sich: 


1. Versuchsreihe. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
8,34, 8,70, 8,16. 12,00, 12.00, 11,88. 


2. Versuchsreihe. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
10,32, 10,02, 9,24, 10,68. 12,48, 12,12, 11,94, 11,24. 
Die Resultate stimmen so gut iiberein, daS die Berech- 
nung eines Mittels unndtig ist. 
Bei der Leber ergaben sich folgende Resultate: 


1. Versuchsreihe. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
5,16, 4,98, 5,46. 8,04, 7,44, 7,74. 


2. Versuchsreihe. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
4,80, 4,86, 3,78, 5,04. 5,52, 5,70, 5,40 5,64 


Auch hier ergibt sich eine Ubereinstimmung. 
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Die Ergebnisse mit FleischpreBsaft waren folgende. Die 
Titration der fast wasserklaren Lésung war hier am leichtesten 


ausfiihrbar. 
1. Versuchsreihe. 


ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
8,46, 8,46, 7,92. 8,16, 9,24, 9,00. 
2. Versuchsreihe. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
8,28, 8,34, 7,98, 8,64. 7,98, 8,34, 8,40, 8,28. 
Hier fallt vor allem die genaue Ubereinstimmung zwischen 
den beiden zu diesen Versuchen verwendeten Fleischsorten auf. 
Ebenso genau stimmen die Versuche mit Niere. Aus 
auBeren Griinden wurden von der ersten Versuchreihe je zwei 
Kolben angesetzt, deren Resultate aber an sich tibereinstimmen. 


1. Versuchsreihe. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
5,10, 5,22, 7,38, 6,30. 4,26, 4,56, 3,96, 4,44. 
2. Versuchsreihe. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
2.64, 2,88, 2,10. 3,48, 3,12, 2,70. 
Die Kontrollversuche mit Hirn ergaben folgende Resultate: 
1. Versuch. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
3.12, 3,84, 3,32. 3,00, 2,64, 2,88. 
2. Versuch. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 
2.70, 2,46, 2,22. 3,84, 3,54 3,54. 
3. Versuch. 


ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 


3,00, 3,90, 2,76. 3,30, 3,18, 3,30. 


Die Versuche ergaben eine Ubereinstimmung sowohl der 
einzelnen Titrationen, wie auch der Organe untereinander. 

Ahnlich fielen die Versuche mit Lungensaft aus. Es er- 
gab sich: 


1. Versuch. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 


3,12, 2,64. 2,04, 2,28. 
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2. Versuch. 
ohne Brutschrank: mit Brutschrank: 


2,52, 2,04, 2,70, 2,58, 2,64. 2,58, 3,00, 2,82, 2,88, 2,70. 

Auch hier fallt die Ubereinstimmung zwischen den Er- 
gebnissen des ersten und zweiten Versuchs auf. 

AnschlieBend an diese Beobachtungen wollen wir kurz eine 
Ubersicht iiber die durchschnittliche Fettspaltung resp. Saure- 
vermehrung der einzelnen Organe geben. Die Spaltung mit 
Monobutyrin muB hierbei auBer acht gelassen werden, da die 
Versuche an den einzelnen Organen zu gering sind, um Durch- 
schnittswerte zu erzielen. 

Bei den Versuchen, die lediglich mit PreBsaft ohne Zusatz 
von Fett angestellt wurden, ergab sich in zwei Fallen eine 
Saéureverminderung, Fleisch zeigte eine Abnahme von 0,38, 
Hirn von 0,153, die ibrigen eine Zunahme und zwar: Milz um 
0,726, Nieren um 0,90, Lungen um 0,96, Leber um 3,28. 

Bei Zusatz von Ol ergab sich folgendes Resultat: Hirn- 
zunahme um 0,69, Fleisch um 0,8, Nieren um 1,27, Lungen 
um 1,46, Leber um 4,885, Milz um 5,33. 

Zusatz von Eigelbemulsion ergab die geringste Spaltung: 
bei Fleisch um 2,64, bei Hirn um 3,50, bei Nieren um 4,72, 
bei Lungen um 5,73, bei Milz um 8,02, bei Leber um 21,46. 

Zur Vervollstandigung seien noch kurz die mit Mono- 
butyrin erzielten Spaltungen erwahnt: Fleisch 2,76, Hirn 6,72, 
Lungen 9,84, Leber 10,79, Nieren 20,64, Milz 33,42. 

Nehmen wir den Durchschnittswert der Siurevermehrung 
bei Ol, Ei und Monobutyrin bei den einzelnen Organen, so 
ergibt sich: Fleisch 1,73, Hirn 3,63, Lungen 5,69, Nieren 8,82, 
Leber 12,38, Milz 15,59. 

Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist, daB Fleisch und 
Hirn am wenigsten fettspaltende Eigenschaften haben, an 
zweiter Stelle folgen Lungen und Nieren, wihrend Leber und 
Milz die starksten fettspaltenden Eigenschaften haben. 

Natiirlich mu8 man, um einigermaBen vergleichbare Werte 
zu erhalten, die Organsafte mit den Trockensubstanzen der 
Organe in Beziehung zu setzen suchen. Zu diesem Zwecke 
wurden Trockenbestimmungen der einzelnen Organe gemacht, 
die folgende Resultate ergaben: 
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10g Milz ergaben 2,2828 g, 2,4001 g, 3,1406 g, 2,7028g, 2,6148 2. 
Dies entspricht einem Durchschnittswert von 2,628 42 g. 

10 g Leber ergaben 2,871 g, 2,7971 g, 2,9589 g, 2,8565g, also 
im Durchschnitt 2,8709 g. 

10g Fleisch ergaben 2,5910, 2,5620, 1,9976, 2,5176, also 
im Durchschnitt 2,417 g. 

10 g Nieren ergaben 2,2744, 2,2198, 2,1008, 2,0680, 2,0661, 
also im Durchschnitt 2,145 82. 

10 g Hirn ergaben 2,1247, 2,1898, 2,0186, 2,2959, also im 
Durchschnitt 2,157 25. 

10g Lunge ergaben 2,3787, 2,1340, 2,2655, 2,0542, also 
im Durchschnitt 2,2081. 

Im ganzen erhielt man also folgende Durchschnittswerte: 
Nieren 2,14582g, Hirn 2,15725g, Lungen 2,208] g, Fleisch 
2,4170 g, Leber 2,8709 g, Milz 2,628 24 g. 

Aus diesen Durchschnittswerten wurden dann die in 20 com 
PreBsaft enthaltenen Trockensubstanzmengen berechnet und 
mit den friiher erhaltonen Werten in Parallele gesetzt. Man 
erhielt dabei folgende Resultate. 


1, Fir Milz: 

5,2568 g veranlassen bei Einwirkung auf Ol eine Saure- 
vermehrung von 5,33, auf Ei 8,02, auf Monobutyrin 33,42, im 
Durchschnitt also 15,59, also veranlassen 10 g Trockensubstanz 
eine Séurevermehrung von 29,67 ccm ®/,,-Na-Lauge. 

2. Fiir Leber: 

5,7418 g wirken auf Ol mit 4,89, auf Ei mit 21,46, auf 
Monobutyrin mit 10,79, also im Durchschnitt 12,38; 10 g Trocken- 
substanz bewirken also 21,56 ccm Séurevermehrung. 

3. Fiir Fleisch: 

4,834 g ergaben bei Einwirkung auf O01 0,8, auf Ei 2,64, 
auf Monobutyrin 2,76, also im Durchschnitt 1,73; 10 g Trocken- 
substanz bewirken also 3,60 ccm Saéurevermehrung. 

4. Fiir Niere: 

4,291 64 g.veranlassen bei Einwirkung auf Ol eine Saure- 
vermehrung von 1,11, auf Ei von 4,72, auf Monobutyrin von 
20,64, also im Durchschnitt 8,82; 10 g Trockensubstanz bediirfen 
also 20,3 ccm ®/,,-Na-Lauge zur Neutralisation. 

5. Fiir Hirn: 

4,31450 g wirken auf Ol mit 0,69, auf Ei mit 3,50, auf 
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Monobutyrin mit 6,72, also im Durchschnitt 3,63; 10 g Trocken- 
substanz bewirken also 8,39 ccm Séurevermehrung. 

6. Fiir Lunge: 

4,4162 g spalten Ol mit 1,46, Ei mit 5,73, Monobutyrin mit 
9,89, also im Durchschnitt 5,69; 10 g Trockensubstanz bewirken 
also 10,9 com Saurevermehrung. 

Zusammen ergaben sich also folgende Resultate: 

10g Fleisch 3,60, 10g Hirn 8,39, 10g Lungen 10,90, 
10g Nieren 20,30, 10g Leber 21,56, 10 g Milz 29,67 ccm ¥/,,- 
Saurevermebrung. 

Es ist zwar nicht gelungen, das fettspaltende Ferment 
aus allen untersuchten Organen zu isolieren, trotzdem darf 
man wohl annehmen, daB alle untersuchten Organe fettspaltende 
Fermente enthalten. Dies geht allein schon aus der Tatsache 
hervor, daB nach Zusatz der einzelnen Organe zu dem betreffenden 
Testobjekt eine Siurevermehrung stattfand. Durch die Trocken- 
substanzbestimmungen lieB sich ein gewisser RiickschluB auf die 
Menge des in den einzelnen Organen vorhandenen fettspaltenden 
Fermentes ziehen. Dabei ergab sich die immerhin bemerkens- 
werte Tatsache, daB die Milz ein héheres fettspaltendes Vermégen 
als alle anderen untersuchten Organe besitzt. Ob dies irgend 
etwas mit der sonstigen Funktion der betreffenden Organe zu 
tun hat, oder ob es sich dabei um ein zufalliges Vorkommnis 
ohne gréBere Bedeutung handelt, dariiber la6t sich natiirlich 
nichts aussagen. Zunachst ist nur diese Tatsache festzustellen. 
Weitere Untersuchungen miissen festzustellen suchen, ob sich diese 
Verhaltnisse unter pathologischen Bedingungen irgendwie andern, 
besonders ob eine Veranderung des fettspaltenden Vermégens 
bei Milzschwellungen und am kiinstlich infizierten Organismus 
eintritt. Durch solche Untersuchungen lieBe sich vielleicht 
einiges Licht in die gréBtenteils noch dunklen Funktionen der 
Milz bringen und feststellen, ob den Verinderungen, welche 
dieselbe unter zablreichen pathologischen Bedingungen erleidet, 
noch andere ZweckmaBigkeitseinrichtungen entsprechen, als die 
bisher bekannten. Uber die Ergebnisse unserer in dieser Rich- 
tung fortgesetzten Versuche soll seinerzeit berichtet werden. 





Ober Verainderungen der Resistenz und der Stromata 
roter Blutkérperchen bei experimentellen Anamien. 


Von 


S. Itami, Tokio, und J. Pratt, Boston, Mass. 
(Aus der medizinischen Klinik zu Heidelberg.) 
(Eingegangen am 29. April 1909.) 


Vor einiger Zeit haben Morawitz und Pratt*) bei Ge- 
legenheit von Untersuchungen iiber experimentelle Animien an 
Kaninchen gefunden, da8 im Verlaufe der subchronischen, durch 
Injektionen von salzsaurem Phenylhydrazin hervorgerufenen 
Anamien schon sehr bald eine oft erhebliche Vermehrung der 
Resistenz der roten Blutkérperchen zu bemerken ist. 

Diese Vermehrung der Resistenz, der wahrscheinlich eine 
groBe Bedeutung fiir die allmahlich eintretende Gew6hnung der 
Tiere an das Blutgift zukommt, ist an die roten Blutkérper- 
chen selbst und nicht etwa an eine schiitzende Wirkung des 
Blutplasmas gekniipft; denn auch an gewaschenen Erythrocyten 
1aBt sich eine oft sehr bedeutende Resistenzvermehrung gegen- 
iiber hypotonischen Salzlésungen und in etwas geringerem Grade 
auch gegen andere himolytisch wirkende K6rper, wie art- 
fremdes Serum, Saponin, Ather und Chloroform, nachweisen. 

Zwei Erscheinungen sind es, die beim Studium dieser Art 
der Resistenzschwankungen die Aufmerksamkeit besonders auf 
sich ziehen: das ist erstens der absolute Grad der Re- 
sistenzsteigerung, die im Verlaufe der experimentellen 
Anamie durch Phenylhydrazin zuweilen eine Hohe erreicht, 
wie sie unseres Wissens bisher noch nicht beschrieben worden 
ist. Es sei auf die unten folgenden Protokolle verwiesen. Diese 
ungemeine Intensitét der Resistenzverinderung legte die Hoff- 


1) Morawitz und Pratt, Miinch. med. Wochenschr. 1908, Nr. 35. 
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nung nahe, in diesen so ausgeprigten Fillen auch etwas iiber 
die Vorginge erfahren zu kénnen, die die Zunahme der Re- 
sistenz veranlassen, woriiber bisher noch nichts bekannt zu sein 
scheint. 

Die zweite Tatsache, die unser Interesse in Anspruch nahm, 
war der schnelle Wechsel der Resistenz unter verschie- 
denen experimentellen Bedingungen. So konnte beobachtet 
werden, da8 nach Aussetzen der Injektionen von Phenylhydrazin 
schon in wenigen Tagen die bis dahin stark vermehrte Re- 
sistenz sich wieder der Norm naherte oder sie sogar erreichte. 

In der Mitteilung von Morawitz und Pratt ist bereits 
hervorgehoben, da8 dieser starke Grad von Resistenzvermehrung 
sich nur im Verlaufe von Giftanémien bei Kaninchen nach- 
weisen la8t, wahrend eine erheblichere Vermehrung der maxi- 
malen oder minimalen Resistenz bei den Kaninchen vermift 
wurde, die allein durch Aderlisse animisch gemacht worden 
waren. Nur in einem Falle konnte auch bei einem nur durch 
Aderlasse animisierten Tiere eine erhebliche Steigerung der Re- 
sistenz nachgewiesen werden. Dabei ist indessen hervorzuheben, 
daB dieses Tier langere Zeit hindurch intraperitoneale In- 
jektionen aufgeléster roter Blutkérperchen, die von anderen 
Kaninchen stammten, erhalten hatte. 

Die folgenden Zeilen sollen die bisher nur kurz mitgeteilten 
Tatsachen durch Wiedergabe der Protokolle belegen und einige 
sich daran ankniipfende Fragen beriihren. Es handelt sich da- 
bei im wesentlichen um folgende Punkte: 

1. Wie verandert sich die maximale und minimale Re- 
sistenz der Erythrocyten bei Giftanimien und posthaimorrhagi- 
schen Aniémien? 

2. Ist es fiir etwaige Resistenzinderungen bei posthémorrhagi- 
schen Anaimien von Bedeutung, ob gleichzeitig lackfarbenes Blut 
intraperitoneal injiziert wird, ob also rote Blutkérperchen im 
anamischen Organismus zum Zerfall und zur Resorption kommen? 


3. Was ist die Ursache der Resistenzsteigerung ? 

Indem wir betreffis der Technik der Resistenzuntersuchungen auf 
die gebriiuchlichen Lehrbiicher der Hamatologie, besonders auf die ein- 
gehende Darstellung bei Bezangon und Labbé!) und Nageli?) ver- 

1) Bezangon und Labbé, Traité d’hématologie. Paris 1904, 


8. 302. 
2) Nageli, Blutkrankh. u. Blutdiagnostik, 1908, S. 47. 
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weisen, beschriinken wir uns darauf, die von uns angefiihrte Technik kurz 
aufzufiihren. 

Die Tiere — es wurden zu diesen Zwecken ausschlieBlich Kanin- 
chen verwandt — wurden durch tiglich oder alle zwei Tage erfolgende 
Injektionen von Phenylhydrazin in langsam steigender Dosis im Verlauf 
von 2 bis 4 Wochen animisch gemacht, bis ein Haimoglobingehalt von 
etwa 15°/, n. Sahli erreicht war. Andere Tiere wurden in dhnlicher 
Weise durch taglich wiederholte Aderlisse aus den Ohrvenen animisiert, 
und mehreren davon im Verlauf der Animie lackfarbenes Blut intra- 
peritoneal injiziert. 

Zur Ausfihrung der Resistenzbestimmung haben wir zwei ver- 
schiedene Verfahren verwandt. In einer ersten Versuchsreihe bedienten 
wir uns einer 5°/,igen Emulsion gewaschener roter Blutkérperchen, die 
mit Salzlésungen verschiedener Konzentration und anderen hamolytisch 
wirkenden Lésungen behandelt wurde. Zur Kontrolle diente eine in 
gleicher Weise bereitete und in 0,9°/,iger NaCl-Lésung aufgeschwemmte 
Emulsion von Erythrocyten normaler Tiere. 

Die zweite Methode, mit der die Mehrzah! aller Versuche ausge- 
fiihrt wurde, schloB sich enger an das seit Hamburger und v. Lim- 
beck allgemeiner benutzte Verfahren an, mit dem besonders Vaquez 
und Ribierre und Viola die normalen Resistenzwerte fiir Kaninchen 
ermittelt haben. Vaquez und Ribierre fiillen 9 Reagensglischen mit 
0,32 bis 0,48°/,iger NaCl-Lésung (jeder Unterschied betrigt 0,02°/,) und 
setzen einen Tropfen Blut hinzu. Nach 5 Minuten wird zentrifugiert und 
untersucht, ob Hamolyse eingetreten ist. Nach dieser Methode betrigt 
der maximale, resp. minimale Resistenzwert bei ausgewachsenen Kanin- 
chen (2000 bis 2500 g) 0,28 bis 0,30, resp. 0,42°/,, nach Paris und 
Salomon?) 0,30 bis 0,32°/, und 0,39 bis 0,42°/,. 

Wir haben die Methode von Vaquez und Ribierre ein wenig 
abgeiindert: 14 Reagensglischen von 5 ccm Inhalt werden mit 2 ccm 
NaCl-Lésung von 0,28 bis 0,54°/, gefiillt, wobei jeder Unterschied 
0,02°/, betrigt. Man setzt einen Tropfen mit Glasperlen defibrinierten 
Blutes hinzu, schiittelt tiichtig durch und setzt das Gestell fiir 24 Stunden 
in den Eisschrank, Die minimale Resistenzgrenze wird dort angenommen, 
wo die iiber dem Sediment stehende Fliissigkeit spurenweise rot gefarbt 
ist, also makroskopisch bestimmt. Zur Bestimmung der maximalen Re- 
sistenz haben wir im Laufe unserer Versuche aus bestimmten Griinden, 
die spater erértert werden sollen, die mikroskopische Untersuchung heran- 
ziehen miissen. Wir verfuhren dabei derart, da8 wir vom Boden des 
Glases mit einer Capillare etwas Fliissigkeit aufsogen und mikroskopierten. 
Dort, wo keine wohl erhaltenen Erythrocyten mehr zu sehen waren, lag 
die Grenze der maximalen Resistenz. Durch einfache makroskopische 
Betrachtung ist es zwar in normalem, nicht immer aber in anémischem 
Blute méglich, die Grenze der maximalen Resistenz zu bestimmen. 


1) Die hier angefiihrte franzésische Literatur s, bei Bezangon und 
Labbé, Traité d’hématologie, 8. 309. 
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Nach dieser Methode schwankt, wie uns zahlreiche Ver- 
suche zeigten, der maximale Wert bei normalen Tieren zwischen 
0,3 und 0,32°/,, der minimale zwischen 0,5 und 0,52°/,. Aus- 
nahmsweise sahen wir als maximale Grenze 0,28°/,, als mini- 
male 0,48 bis 0,54°/,. Die Breite der Resistenzschwankungen 
im gleichen Blut ist also nach unserer Methode weit grédGer als 
nach Vaquez und Ribierre. Dabei ist zu bemerken, daB 
die maximale Resistenz nach beiden Verfahren ziemlich gut 
iibereinstimmt, wahrend die minimale bei Vaquez um mehr 
als 0,1°/, tiefer liegt. Daraus geht hervor, daB langere Ein- 
wirkung hypotonischer Salzlésungen, wie sie bei unserer An- 
ordnung in Betracht kam, auf den Grad der maximalen Re- 
sistenz ohne merkbaren Einflu8 ist, waihrend die minimale 
Grenze dadurch recht stark verschoben wird. Ubrigens ge- 
niigte bei stark animischen Kaninchen, wie sich bald heraus- 
stellte, eine 0,28°/,ige Salzlésung nicht mehr, um vollstindige 
Hamolyse zu bewirken. Wir haben, wie aus den Tabellen sich 
ergibt, auch noch schwiacher konzentrierte Salzlésungen, ja sogar 
destilliertes Wasser zur Bestimmung der Grenze der maximalen 
Resistenz verwenden miissen. 

Im folgenden sei zunachst iiber die mit gewaschenen Ery- 
throcyten ausgefiihrten Versuche berichtet. In der Tabelle I 
sind die Resultate eines Versuches zusammengestellt. Das 
anamische Blut stammte von einem Kaninchen, das durch eine 
etwa l4tagige Behandlung mit Phenylhydrazin anamisch ge- 
macht worden war und ca. 20°/, Hb n. Sahli hatte. Zeitweise 
waren noch tiefere Werte erreicht worden. Zur Kontrolle diente 
Blutkérperchenemulsion eines normalen Kaninchens. Beide Blut- 
arten waren in gleicher Weise defibriniert, dreimal mit physiol. 
NaCl-Liésung gewaschen und kamen in 5°/,iger Emulsion zur 
Anwendung. 

Es wurden noch mehrere Versuche mit derselben Anord- 
nung ausgefiihrt, die immer ahnliche Resultate zeigten, iiber 
die daher summarisch berichtet werden kann: Alle Kaninchen, 
die durch Phenylhydrazin anaémisch gemacht worden waren, 
zeigten mehr oder weniger ausgesprochen die Erscheinung der 
vermehrten Resistenz der roten Blutkérperchen. Auch gegen- 
iiber Hundeserum und Saponinlésung war die Resistenz deut- 


lich vermehrt. 
Biochemische Zeitschrift Band 18. 20 
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Tabelle I. 
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Wir haben aber diese Methode, die nicht quantitativ ge- 
nug ist, bald verlassen. Es sollten diese Versuche nur zeigen, 
da8 auch die vom Serum vollstindig befreiten roten Blut- 
kérperchen die Resistenzsteigerung aufweisen. 

Nach der zweiten Methode wurden eine gréBere Reihe von 
Versuchen durchgefiihrt. Die Tabelle II unterrichtet iiber den 
Verlauf eines solchen Versuches an einem durch Phenylhydrazin 
animisch gemachten Kaninchen. 

Drei andere Versuche verliefen ganz ahnlich. Einmal haben 
wir aber auch beobachtet, daB die Grenze der minimalen 
Resistenz von 0,5°/, bis 0,38°/, herunterging, also nur ganz 
unwesentlich héher lag als die der normalen maximalen Re- 


1) N. = normales Blut. 
*) A, = anamisches Blut. 
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sistenz. Es scheint also, daB die regelmaBig eintretende Re- 
sistenzsteigerung bei dieser Form der Animie auch von indivi- 
duellen Faktoren mit beherrscht wird und da8 nicht allein der 
Grad der Anamie, der in allen unseren Versuchen nahezu gleich 
war, ausschlaggebend ist. 








Tabelle II. 
Ver- | Hb®/,| Minimum Maximum 
suchs-} nach Bemerkungen 
tag |Sahli Resistenz 
0 54 0,50 _ 0,32 Einspritzung von 1°/, salzsaurem 
1 46 0,48 0,30 Phenylhydrazin, von 1 ccm bis 2 ccm 
2 38 0,48 0,28 aufsteigend. 
3 31 0,48 0,24 
= eer es Selbst mit Aq. dest. nicht mehr voll- 
: stindig lackfarbig zu machen. 
18.) 88 | > Am 6. Versuchstag wird die Ein- 
7 20 0,44 - spritzung ausgesetzt. 
8 24 0,44 0,1 
9 | 30 | 044 0,14 
10 33 0,46 0,18 
13 37 046 0,24 
15 43 048  =-0,28 
19 48 0,50 0,30 











Bei Betrachtung der Tabelle II fallen mehrere Tatsachen 
auf. Zunichst der absolute Grad der Resistenzvermehrung. Am 
5. bis 7. Versuchstage war es sogar mit destilliertem Wasser 
nicht méglich, eine vollstandige Auflésung der roten Blutkérperchen 
zu bewirken, eine Erscheinung, die wohl bisher ohne Analogien 
dastehen diirfte. Die Steigerung der Resistenz betrifft in erster 
Linie den maximalen Grenzwert. Es sei das besonders hervor- 
gehoben, weil in der Literatur mehrfach sich die Ansicht ver- 
treten findet, daB Steigerungen der Resistenz hauptsichlich 
darauf zuriickzufiihren sind, daB die weniger widerstandsfahigen 
Blutkérperchen zerstért werden und nur die resistentesten iibrig 
bleiben. Dann diirfte aber die Grenze der maximalen Resistenz 
nicht verschoben sein. Fiir unseren Fall kann also diese Er- 
klarung nicht zutreffen, wir miissen vielmehr annehmen, da8 
im Verlauf der Anaimie Blutkérperchen mit besonderen chemi- 
schen oder physikalischen Eigenschaften auftreten, die im Blut 


unter normalen Verhaltnissen nicht vorhanden sind. Auch die 
20* 
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minimale Resistenz ist deutlich erhéht, wenn auch nicht in dem 
MaBe wie die maximale. Da®SB man indessen zuweilen auch 
sehr erhebliche Steigerungen der minimalen Resistenz sehen 
kann, haben wir oben bereits bemerkt. 

Die zweite Erscheinung, auf die man bei Betrachtung der 
Tabelle II aufmerksam wird, ist der schnelle Eintritt und das 
schnelle Verschwinden der Resistenzvermehrung. Schon am 
5. Tage nach Beginn der Behandlung mit Phenylhydrazin ist 
die maximale Resistenz der roten Blutkérperchen derart erhéht, 
da8B sogar destilliertes Wasser nicht mehr imstande ist, kom- 
plette Hamolyse zu bewirken. Ebenso sinkt die Resistenz der 
Erythrocyten fast unmittelbar nach Aussetzen der Behandlung 
mit Phenylhydrazin, um in 13 Tagen bereits vollkommen nor- 
male Werte zu erreichen. 

Im allgemeinen scheint es — auch drei andere in derselben 
Weise ausgefiihrte Versuchsreihen sprechen in diesem Sinne —, 
da8 mit der Zunahme der Anaimie auch die Resistenz der roten 
Blutkérperchen eine Vermehrung erfahrt. Indessen besteht 
doch kein Verhaltnis direkter Proportionalitét zwischen Himo- 
globingehalt und Resistenz. RegelmaBig haben wir in unseren 
Versuchen bemerken kénnen, daB bei gleichem Hamoglobin- 
gehalt im Zustande der fortschreitenden Animie geringere Werte 
fiir die Resistenzsteigerung gefunden werden, als im Stadium 
der Regeneration. Das tritt auch mit geniigender Scharfe in 
der Tabelle II hervor, z. B. wenn man den 3. und 9. Versuchs- 
tag miteinander vergleicht, in denen sich ein annahernd 
gleicher Gehalt an Hamoglobin fand. Etwas weniger ausge- 
pragt trat dasselbe Verhalten auch in den drei anderen Ver- 
suchen hervor. 

In einer weiteren Versuchsreihe haben wir festzustellen ge- 
sucht, ob der von Morawitz und Pratt (I. c.) bemerkte Unter- 
schied der Resistenzvermehrung, der zwischen Giftanimien mit 
starken und posthimorrhagischen Anaimien mit leichter oder 
fehlender Resistenzsteigerung besteht, vielleicht auf den Zerfall 
und die Resorption roter Blutkérperchen bei der Giftanimie 
zuriickzufiihren ist. Morawitz und Pratt hatten namlich in 
einem Falle eine Resistenzvermehrung der Erythrocyten eines 
Kaninchens gesehen, das nur durch Aderlasse anaémisch gemacht 
worden war, dem aber gleichzeitig lackfarben gemachtes Blut 












intraperitoneal injiziert wurde. Es lag uns daran festzustellen, 
ob diese vereinzelte Beobachtung aligemeinere Giiltigkeit hat. 


Tabelle III. 
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3 — J ee a 
O— oh sprit-} Hb°/, | Minimum Maximum 
; 2 iit yoy na 5 Bemerkungen 
5 > |E= mit lackt. | Sahli 
> Blutes Resistenz 
1 Oo 60 0,52 0,30 
E 61 0,52 0,30 
° O 44 | 0,52 0,2 
} E 43 | 0,54 0,28 
3 oO 38 0,54 | 0,30 
E 36 0,54 0,28 
4 O 37 0,54 | 0,28 
E 34 0,54 0,24 
5 oO 31 0,52 | 0,26 
E 32 0,52 | 0,22 
6 oO 23 0,50 0,26 
E 24 0,50 0,20 
9 oO 20 0,50 0,24 
E 19 0,46 8 8=«©=—- 0,28 AderlaB aufgehért 
10 oO 22 0,48 0,26 
E 24 0,46 0,22 
15 O 35 0,50 | 0,30 
E 41 0,48 | 0,26 
20 O 33 0,50 _ 0,30 
E 43 0,48 0,26 
27 0 42 0,50 0,30 
E 45 0,48 0,26 Einspritzung aufgeh. 
29 Oo 42 0,50 0,30 
E 47 048 0,28 
i 33 oO 45 0,52 0,30 
E 56 | 052 | 0,30 





Uber den Einflu8 einmaliger oder haufiger wiederholter 
Aderlasse auf die Resistenz der roten Blutkérperchen liegen eine 
groéBere Anzahl alterer und neuerer Beobachtungen vor. Mara- 
gliano und Gastellino’) und Viola und Jona*) haben dabei 
in der Regel eine Resistenzverminderung gesehen. Die zuletzt 
erwahnten Autoren haben an Hunden und Kaninchen experi- 


1) Maragliano und Castellino, Zeitschr. f. klin. Med. 21, 
415, 1892. 


*) Viola et Jona, Archives de physiologie 1895, 37. 
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mentiert. Smith und Brown’), die ausgedehnte Untersuchungen 
an Pferden anstellten, konnten einen konstanten Einflu8 der 
Aderlasse auf die Resistenz der roten Blutkérperchen nicht fest- 
stellen. Wir haben es uns speziell zur Aufgabe gemacht zu 
vergleichen, wie sich Kaninchen verhalten, denen man nur Ader- 
lisse macht, und wie sich die Resistenz bei anderen Tieren 
andert, denen zu gleicher Zeit lackfarbenes Blut anderer nor- 
maler Tiere injiziert wird. 

Es wurden im ganzen vier Versuche dieser Art ausgefiihrt. 
Zu jedem Versuch diente ein Paar Kaninchen von gleichem 
Wurf und méglichst gleichem Kérpergewicht. Einem dieser 
Tiere wurde jeden Tag oder alle zwei Tage ein AderlaB von 
etwa 20 ccm gemacht, dem anderen auBerdem noch jeden Tag 
oder jeden zweiten Tag lackfarbenes Blut (20 ccm Blut -+- 20 ccm 
Aq. dest. -+- 0,18 g NaCl) intraperitoneal injiziert. Die Tabelle III 
unterrichtet iiber den Verlauf eines derartigen Versuches. 

Die anderen drei Versuche, die ein durchaus ahnliches Re- 
sultat ergaben, sollen nur erwahnt werden, um zu zeigen, daB es 
sich bei diesen Verainderungen in der Tat um regelmaéBige Er- 
scheinungen handelt. 

Zunachst geht aus der Tabelle III wohl hervor, daB die 
reine AderlaBanimie die Resistenz der Erythrocyten nur in sehr 
geringem Grade beeinfluBt, jedenfalls nicht entfernt in dem 
MaBe wie die Giftanimie. Die minimale Resistenz wird nur 
wenig verandert, ja sie war in den ersten Tagen des Versuches 
sogar ein wenig vermindert, in den spiteren Tagen des Ver- 
suches unwesentlich erhéht. Etwas gréBer sind die Schwankungen 
der maximalen Resistenz. Aber auch da betragt die gréBte 
Differenz nur 0,06°/,. Die Zunahme der maximalen Resistenz 
ist also unbedeutend, aber in allen Versuchsreihen konstant 
nachweisbar. 

Als wichtigstes Resultat dieser Versuchsreihe mu8 hervor- 
gehoben werden, daB bei den zu gleicher Zeit mit Blutkérper- 
emulsionen behandelten Kaninchen regelmaBig starkere Ver- 
schiebungen der Resistenz sich finden, als bei den Kontroll- 
tieren, denen nur Aderlisse gemacht waren. Die Differenz 
schwankt bei gleichem Grade der Animie zwischen 0,04 und 


1) Smith und Brown, Journ. of Med. Research. 15, Nr. 3, 1906. 
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0,06°/, und ist in allen Versuchen auf der Héhe der Animie 
nachweisbar. Es kann also wohl schwerlich daran gezweifelt 
werden, da8 die intraperitoneale Injektion roter Blutkérperchen 
die Resistenz der zirkulierenden Erythrocyten bei anamischen 
Tieren steigert. Das bezieht sich besonders auf die maximale 
Resistenz. 

Mit noch gréBerer Sicherheit geht das daraus hervor, dab 
diese Resistenzsteigerung auch im Regenerationsstadium noch 
anhalt, solange die Injektionen fortgesetzt werden. Erst nach 
Aussetzen der Einspritzung kehrt die Resistenzkurve schnell 
zur Norm zuriick. 

Immerhin erreicht auch die durch Aderlisse und Injek- 
tionen bewirkte Resistenzsteigerung nicht entfernt die bei der 
Giftanimie beobachteten Verainderungen. Deswegen sind wir 
nicht geneigt, die Unterschiede, die wir zwischen der Anaimie 
durch Phenylhydrazin und der AderlaBanamie festgestellt haben, 
ausschieBlich oder auch nur vornehmlich auf die Tatsache 
zuriickzufiihren, daB in dem einen Falle Erythrocyten im Orga- 
nismus selbst resp. in der Blutbahn zugrunde gehen, wahrend 
sie dem Organismus im anderen Falle entzogen werden. Immer- 
hin ist der Einflu8 der Blutinjektionen auf die Resistenzkurve 
unverkennbar. Wie man sich diesen Einflu8 vorstellen soll, 
welcher Wirkungsmodus dabei in Frage kommt, ist vorerst 
nicht zu sagen. Wir vermeiden es, uns auf das Gebiet der 
Hypothesen zu begeben. 

Es wire natiirlich von Interesse zu untersuchen, ob das 
salzsaure Phenylhydrazin in ganz besonderer Weise die Fahig- 
keit hat, die Resistenz der roten Blutkérperchen zu erhdhen, 
oder ob es sich dabei um eine allgemeine Eigenschaft handelt, 
die auch anderen Blutgiften zukommt. Wir haben einige Ver- 
suche mit Sapotoxin, Toluylendiamin und Pyrogallol ausgefiihrt, 
leider ohne unser Ziel zu erreichen. Es gelang namlich nicht, 
mit diesen Giften schwere, linger dauernde Animien zu er- 
halten. Entweder erholten sich die Kaninchen trotz Weiter- 
behandlung oder sie gingen bei Injektionen gréBerer Dosen 
zugrunde. 

Die groBen Differenzen in der Resistenzkurve der Erythro- 
cyten bei der Giftanaimie einerseits, der posthimorrhagischen 
Anamie andererseits machen es nicht sehr wahrscheinlich, daB 
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lediglich das Alter der Erythrocyten fiir die Resistenz maBb- 
gebend ist, wie man mehrfach vermutet hatte. Auch Smith 
und Brown lehnen auf Grund anderer Beobachtungen diesen 
Erklarungsversuch ab. Es sind offenbar andere Faktoren fiir 
die ungemeine Resistenzsteigerung der Erythrocyten bei der 
Anamie durch Phenylhydrazin maBgebend. Wir haben uns 
bemiiht, der Ursache dieser Erscheinung nachzugehen und 
sind dabei auf einen bemerkenswerten Befund gestoBen: Es 
erschien uns némlich méglich, daB die starke Vermehrung der 
Resistenz von einer Anderung des Stromageriistes der roten 
Blutkérperchen herriihren kénnte, das ja normalerweise nur 
einen sehr geringen Prozentsatz der Gesamtmasse des Blut- 
kérperchens ausmacht. Bei dem starken Grade der Resistenz- 
vermehrung der Erythrocyten im Verlaufe der Phenylhydrazin- 
animie bestand begriindete Aussicht, eine Zunahme der Stroma- 
bestandteile quantitativ nachzuweisen, wenn eine solche iiber- 
haupt in erheblicherem Grade vorhanden war. 


Die Versuche wurden so ausgefiihrt, da8 wir uns zwei Emulsionen 
von Blutkérperchen in physiologischer Kochsalzlésung herstellten, die 
genau gleich viel Erythrocyten enthielten. (Durch Zaihlungen kontrolliert.) 
Die eine Emulsion enthielt normale, die andere resistente Blutkérperchen 
eines anamischen Kaninchens. Kernhaltige Erythrocyten waren unter 
letzteren nur in sehr geringer Menge vorhanden (auf 100 Leukocyten 
etwa zwei Erythroblasten), auch die Anzahl der Leukocyten war in 
beiden Emulsionen nicht sehr verschieden. Zu diesen Emulsionen wurde 
soviel Sapotoxin in Lésung gesetzt, daB eine schnelle, totale Himolyse 
in beiden Réhrchen erfolgte. Dann wurde das Blut in graduierten, 
spitz auslaufenden Zentrifugenglisern (NiBlsche Glaischen zum Zentri- 
fugieren von Cerebrospinalfliissigkeit) mehrere Stunden scharf zentri- 
fugiert. Die Héhe des aus den Stromasubstanzen roter Blutkérperchen 
bestehenden Sedimentes wurde dann gemessen. 

Es stellte sich nun das iiberraschende Resultat 
heraus, da8 das aus den Stromabestandteilen sich 
zusammensetzende Sediment bei Giftanamien in den 
von uns untersuchten Fallen wenigstens 10mal, oft 
aber noch erheblich héher (bis ca. 15mal) war als das 
von normalen Erythrocyten. Schon vorher war uns auf- 
gefallen, da8 man durch Zusatz selbst sehr groBer Mengen von 
Sapotoxin zum animischen Blut zwar vollstaindige Hamolyse 
bekommt, die Lésung aber nicht vdllig klar wird und getriibt 
bleibt. Das ist nach den oben aufgefiihrten quantitativen Be- 
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stimmungen natiirlich so zu erkliren, daB das durch Sapotoxin 
nicht zerstérbare Stromageriist im anaémischen Blut eine ganz 
enorme Zunahme erfahren hat. 

Mikroskopisch setzt sich das Sediment des animischen 
Blutes teils aus K6érnchen (Blaukérnchen von Heinz?), teils 
aus Gebilden zusammen, die noch deutlich die Kontur von 
Erythrocyten erkennen lassen, aber hamoglobinfrei sind. 

Diese so sehr starke Vermehrung der Stromabestandteile 
machte es bei den friiher erwahnten Haimolyseversuchen oft sehr 
schwer, die Grenze der totalen Haimolyse zu bestimmen, da stets 
ein umfangreiches Stromasediment den Boden des Hamolyse- 
rohrchens ausfiillte, von dem man makroskopisch schwer sagen 
konnte, ob es noch hamoglobinhaltige Erythrocyten enthilt 
oder nur aus Stromateilen besteht. Deswegen haben wir zur 
Bestimmung der maximalen Resistenz stets die mikroskopische 
Prifung vorgenommen. 

Die Vermehrung der Stromabestandteile ist bei den Phenyl- 
hydrazintieren nicht mehr nachweisbar, bei denen im Verlauf 
der Erholung die Resistenz bereits zur Norm zuriickgekehrt 
ist. Es besteht also hier ein gewisser Parallelismus zwischen 
Stromamenge des cinzelnen Blutkérperchens und Resistenz. 
Diese Proportionalitat ist auch bei den posthimorrhagischen 
Anamien nicht zu verkennen. 

Unsere Versuche haben uns namlich gezeigt, daB bei den 
Blutungsanimien, bei denen es ja zu keiner sehr wesentlichen 
Steigerung der Resistenz kommt, auch die Vermehrung der 
Stromata sich in recht bescheidenen Grenzen halt und niemals 
die hohen Werte erreicht, die bei der durch Phenylhydrazin 
bewirkten Animie scheinbar regelmaBig beobachtet werden 
kénnen. In den friihen Stadien der AderlaBanimie ist eine 
Vermehrung der Stromasubstanz iiberhaupt nicht sicher fest- 
zustellen. Erst wenn der Hamoglobingehalt auf etwa 20 bis 
25°/, gesunken ist, stellt sich auch eine maBige Vermehrung 
des Stromasedimentes ein. Dabei ist zu erwaihnen, da diese 
Vermehrung bei den Tieren héhere Werte erreicht, die im Ver- 
laufe ihrer Anamie lackfarbenes Blut intraperitoneal erhalten 
haben. Immerhin ist dieser Unterschied aber nicht sehr groB, 
was ja auch wiederum mit dem Grade der Resistenzvermehrung 
iibereinstimmt. Auch bei den AderlaBanimien verschwindet 
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im Stadium der Regeneration die Resistenzvermehrung und die 
Vermehrung der Stromasubstanz gleichzeitig. 

DaB die Vermehrung des Stromasedimentes nicht etwa 
nur durch die reichliche Anwesenheit von kernhaltigen Erythro- 
cyten oder Leukocyten im anamischen Blute vorgetauscht wird, 
ergibt sich aus der direkten mikroskopischen Untersuchung des 
Sedimentes, von der oben bereits gesprochen wurde, sowie aus 
der Tatsache, da8 kernhaltige Erythrocyten nur in verschwindend 
geringer, Leukocyten in kaum gréBerer Menge als beim nor- 
malen in den zum Versuch benutzten Blutkérperchenemulsionen 
sich fanden. 

Es ist also durch unsere Untersuchungen der Nachweis 
erbracht, daB die Resistenzverinderungen roter Blut- 
kérperchen mit chemischen Veranderungen ihrer 
Zusammensetzung einhergehen. Soweit unsere Versuche 
bisher reichen, scheint regelmaBig eine starke Ver- 
mehrung der Resistenz mit einer oft enormen Zunahme 
der Stromasubstanz einherzugehen. Das scheint dafiir 
zu sprechen, da8 Stromavermehrung und Resistenzsteigerung 
zueinander in Beziehungen stehen, resp. dab letztere von ersterer 
abhangig ist. Immerhin wollen wir nicht behaupten, da8 die 
Zunahme der Stromata das einzige Moment ist, das die Resistenz der 
rote Blutkérperchen beherrscht. Es gibt da noch mehrere andere 
Méglichkeiten, die einer experimentellen Priifung vorerst weniger 
zuganglich sind. Da8 aber die starke Vermehrung der Geriist- 
substanz einen der ausschlaggebenden Faktoren darstellt, darf 
man auf Grund dieser Beobachtung wohl mit hinreichender 
Sicherheit behaupten. 

Warum aber diese ,,pachydermen“ Erythrocyten, wenn 
der Ausdruck gestattet ist, in viel stirkerem Grade bei der 
Anamie durch Phenylhydrazin als bei den AderlaBanamien ge- 
bildet werden, entzieht sich vorliufig unserer Kenntnis. Vom 
teleologischen Standpunkte ware die Erscheinung wohl zu ver- 
stehen, eine hinreichende Erklérung ist aber damit nicht 
gegeben. 

Offenbar haben die wahrend der Vergiftung gebildeten 
stromareichen und resistenten Erythrocyten die Fiahigkeit, 
sich ihrer tiberfliissigen Stromabestandteile schnell zu entledigen, 
da, wie oben erwahnt wurde, schon wenige Tage nach Aus- 
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setzen der Injektion des Blutgiftes eine deutliche und sehr 
schnell zunehmende Verminderung des Stromasedimentes ein- 
tritt. Wir sind nicht der Ansicht, daB diese Erscheinung da- 
durch bedingt ist, daB nun alle resistenten Blutkérperchen 
einer schnellen Zerstérung anheimfallen und weniger resistente 
statt ihrer gebildet werden, sondern glauben, daB die Erythro- 
cyten in der Blutbahn chemischen Veranderungen unterworfen 
sind, die zu einer schnellen Reduktion des Stromageriistes 
fiihren. Diese Annahme stiitzt sich auf die Beobachtung von 
Morawitz'), der einen sehr lebhaften respiratorischen Gas- 
wechsel kernloser Erythrocyten im Blute bei experimentellen 
Anamien, besonders stark bei der Phenylhydrazinanamie, nach- 
wies. Die Erythrocyten der anadmischen Tiere haben also auch 
noch im kernlosen Zustande einen lebhaften Stoffwechsel und 
sind dabei wahrscheinlich weiteren chemischen Anderungen 
unterworfen. 

Die Versuche iiber die Zunahme der Stromata werden 
fortgesetzt, speziell soll die chemische Zusammensetzung der 
Stromata, die bei ihrer enormen Vermehrung in geniigender 
Menge zuganglich sind, zum Gegenstand weiterer Untersuchungen 
gemacht werden. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der subchronischen, durch Injektionen von salzsaurem 
Phenylhydrazin hervorgerufenen Andmie der Kaninchen tritt 
schon in kurzer Zeit eine starke Vermehrung der Resistenz 
der roten Blutkérperchen zutage. 

2. Die Resistenz ist gegen mehrere von uns gepriifte 
hamolytische Agenzien erhéht, am deutlichsten scheinbar gegen 
Schwankungen des osmotischen Druckes. 

3. Die Resistenzsteigerung betrifft die maximale Grenze 
der Resistenz in héherem Grade als die minimale. Zuweilen 
kann man sogar mit destilliertem Wasser das Blut nicht mehr 
lackfarben machen. 

4. Die Resistenzsteigerung nimmt nach Aussetzen der In- 
jektionen des Blutgiftes schnell wieder ab. 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 60, 1909. 
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5. Bei der AderlaBanimie des Kaninchens ist nur eine 
maBige Resistenzvermehrung nachzuweisen. Sie ist regelmaBig 
deutlicher bei Tieren, denen wahrend der AderlaBanaimie lack- 
farbenes Blut intraperitoneal injiziert wird, aber auch dort nie 
im entferntesten so stark, wie bei der Animie durch Phenyl- 
hydrazin. Immerhin ist ein deutlicher Einflu8 der Resorption 
lackfarbenen Blutes auf den Grad der Resistenz anzunehmen. 

6. Mit der Resistenzsteigerung geht eine sehr starke Ver- 
mehrung der Stromabestandteile der Erythrocyten einher. Die 
Menge der Stromabestandteile kann bei der Giftanimie auf 
das Zehnfache oder noch hédher gegeniiber normalen Blut- 
kérperchen gesteigert sein, wenn man die durch Zentrifugieren 
lackfarbenen Blutes gewonnenen Sedimente vergleicht. (Pachy- 
dermie der Erythrocyten.) 

Es besteht in allen unseren Versuchen ein Parallelismus 
zwischen Vermehrung der Stromata und Resistenzsteigerung. 
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(Eingegangen am 3; Mai 1909.) 
Mit 1 Figur im Text. 


1. Methodisches. 


Bekanntlich herrschte noch vor wenigen Jahren eine groBe 
Unklarheit iiber den Grad der Alkalinitét der K6rperfliissig- 
keiten, insbesondere des Blutes. Alle Methoden, die in friiherer 
Zeit zur Bestimmung der Alkalinitét angewandt wurden und 
auf die acidimetrische Titration hinauskamen, hatten den 
prinzipiellen Fehler in sich, daB die Methode der Messung eine 
Verschiebung der natiirlichen Reaktion mit sich brachte und 
daB es auf Grund dieser Bestimmungen nicht mdglich war, den 
Grad der Alkalinitét exakt zu definieren. Diese Definition ist 
allein durch die Konzentration der OH-, bzw. der H-Ionen ge- 
geben, und zu der Bestimmung dieser besitzen wir heute zwei 
Methoden, die der Konzentrationsketten und die der Indi- 
catorenskalen. Die Indicatorenmethode, fiir physiologische Pro- 
bleme zuerst von Friedenthal') eingefiihrt, hat den Vorteil 
groBer Einfachheit. Dabei ist zweifellos der Grad der Genauig- 
keit theoretisch recht gro®B, wenn auch in praxi noch nicht in 
der Form, in der die Methoden bisher vorliegen. Denn die 
bisherigen Indicatorenskalen nehmen keine Riicksicht auf den 


1) Friedenthal, Zeitschr. f. allg. Physiol. 1, 56, 1901; 4, 44, 
1904; Zejtschr. f. Elektrochem. 10, 113, 1904; Arch. f. Anat. u. Physiol. 
1903, 551; s. auch Salm, Zeitschr. f. physikal. Chem. 57, 471, 1907. 
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Gehalt und die Natur etwa gleichzeitig vorhandener Neutralsalze, von 
denen wir erwiesen haben'), daS sie die Farbnuance gerade der 
besten Indicatoren stark mit beeinflussen. Wenn sich in Zukunft 
das alles wird mit beriicksichtigen lassen, so hat doch immer 
die Indicatorenmethode nur den Vorteil gréBerer Einfachheit, 
wahrend die gréBere Sicherheit und gréBere Genauigkeit zu- 
nichst wohl noch lange Zeit der Methode der Konzentrations- 
ketten vorbehalten sein wird. 

Die Methode der Konzentrationsketten ist in verschiedener 
Weise angewendet worden, je nach der Form der angewandten 
Elektroden. Die Wasserstoff-Konzentrationskette ist an Sicher- 
heit der Sauerstoffkette weit vorzuziehen. 

Héber, dem wir die erste Anwendung dieser Methode fiir 
dieses Gebiet verdanken, benutzte platinierte Platinelektroden, 
die zum Teil in die Elektrodenfliissigkeiten eintauchten, im 
iibrigen aber in einer Wasserstoffatmosphire sich befanden. 
Die Sattigung der Platinelektroden mit Wasserstoff wurde da- 
durch angestrebt, daB ein standiger Strom von Wasserstotf 
durchgeleitet wurde. Diese Methode leidet an dem Ubelstand, 
daB das standige Durchleiten des Wasserstoffs durch das Serum 
bzw. Blut eine Verarmung desselben an Kohlensaure zur Folge 
hat, wodurch auch die ersten Messungen von Héber®) nicht 
Werte ergaben, die dem genuinen Blute entsprechen. Die zur 
Korrektion fiir diesen Ubelstand spiter von ihm dafiir vorge- 
schlagene Durchleitung eines Gemisches von Wasserstoff und 
Kohlensaure ist zu umstandlich, um zu einer Standardmethode 
dienen zu kénnen. 

Diese Ubelstande werden mit der Methode vermieden, welche 
P. Frankel*) angewendet hat; er vermeidet die Gasatmosphire 
iiberhaupt und benutzt als Elektroden mit Wasserstoff gesittigte 
Metallelektroden. Als Metall wahite er wegen des héheren Ab- 
sorptionsvermégens fiir Wasserstoff das Palladium. Aber auch 
dieser Methode haftet ein Ubelstand an; der Gehalt der Palla- 
diumelektrode an Wasserstoff nimmt mit der Zeit ab, und so- 
bald diese Abnahme an den beiden Elektroden nicht ganz 
gleichférmig erfolgt, ist die gemessene Potentialdifferenz nicht 


1) L. Michaelis und P. Rona, Zeitschr. f. Elektrochem. 1908, 251. 
*) R. Héber, Pfliigers Arch. 81, 522, 1900; 99, 572, 1903. 
*) P. Frankel, Pfliigers Arch. 96, 601, 1903. 
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allein von dem Gehalt der Fliissigkeit an H*-Ionen, sondern auch 
noch von dem unkontrollierbaren Unterschied der Elektroden 
im Wasserstoffgehalt abhangig. 

Die dritte Modifikation vermeidet alle diese Ubelstinde. 
Sie ist nicht neu, und abgesehen von den iltesten Arbeiten auf 
diesem Gebiete, hat z. B. Smale’) sich ihrer schon vor langerer 
Zeit bedient. Sie besteht darin, daB, wie bei der von Hiber 
getroffenen Anordnung, platinierte Platinelektroden nur zum 
Teil in die Fliissigkeiten eintauchen und zum grdéBeren Teil in 
eine stehende Wasserstoffatmosphiare hineinragen, die wihrend 
des ganzen Versuches nicht erneuert wird. Um dieses Prinzip 
zur Ausfiihrung zu bringen, sind verschiedene Formen der Gas- 
kette vorgeschlagen worden. Die urspriinglich von Smale an- 
gegebene ist fiir den vorliegenden Zweck nicht brauchbar, weil 
sie Fliissigkeitsmengen erfordert, die dem Physiologen nicht zur 
Verfiigung stehen. In dieser Beziehung ist die von Hamburger’) 
angegebene Form viel praktischer. Noch weniger Fliissigkeits- 
menge erfordert die Form von Farkas*). Wir bauten uns mit 
primitivsten Hilfsmitteln eine 
Miniaturform von Elektroden, 
welche es gestattet, mit 4 bis 
5 ccm Fliissigkeit, bei Bedarf 
mit noch weniger, absolut 
exakte Bestimmungen auszu- 
fiihren. Die nebenstehende 
Figur zeigt diese Elektrode , 
in */, natiirlicher GréBe. Als 
Gefa8 diente ein spitzwinklig 
umgebogenes Glasrohr von 
nebenstehender Form, und die 
Platinelektroden wurden auf 
folgende Weise hergestellt: 
Aus einem diinnen Platinblech 
wird ein langliches, rechteckiges Stiick ausgeschnitten, so jedoch, 
daB die eine Schmalseite des Rechtecks sich in einen spitzen 
Zipfel verjiingt. Dieser Zipfel wird in das untere Ende eines 


1) Smale, Zeitschr. f. physikal. Chem. 14, 577, 1894; 
*®) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre 2, 347. 
3) Farkas, Pfliigers Arch. 98, 551. 
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diinnen Glasrohres eingeschmolzen, derart, da8 er zur Festigung 
der Elektrode in einer Lange von etwa 2 mm allseitig von Glas 
umgeben ist, mit dem Zipfelende jedoch noch in die Lichtung 
der Glasréhre hereinragt. Die Glasréhre wird dann zu zwei 
Dritteln mit Quecksilber gefiillt und in dieses spiter der den 
Kontakt vermittelnde Zuleitungsdraht eingetaucht. Die Elek- 
troden werden in die GeféiBe vermittels eines um das diinne 
Glasrohr gestreiften Gummiringes eingesteckt, den man sich aus 
einem passenden Gummischlauch schneidet. Die Gasdichtung 
ist, wie die Erfahrung zeigt, vollkommen. Derartiger Elektroden 
macht man zwei gleichartige und befestigt sie nebeneinander, 
indem man den kiirzeren Schenkel eines jeden Glasrohres in 
einer Klemme befestigt. Die Platinierung des Platins geschieht 
in der iiblichen Weise, am besten, indem vor jeder erneuten 
Platinierung das Platin leicht durchgegliiht wird. Die Ge- 
faBe werden mit den zu untersuchenden Filiissigkeiten gefiillt, 
durch geeignetes Kippen etwa vorhandene Luftblasen aus dem 
kiirzeren Schenkel des GefaiBes entfernt und dann vermittels 
eines capillaren Zuleitungsrohres, welches man durch den 
langeren Schenkel einfiihrt, mit Wasserstoff in hinreichender 
Menge gefiillt. Auf der Seite, auf der sich die Saurelésung 
von bekanntem Gehalt befindet, 148t man die Elektrode 1 bis 
2mm tief eintauchen, auf der Seite, auf der sich das Serum 
befindet, ist es vorteilhaft, so viel Wasserstoff einzuleiten, da8 
die Elektrode den Fliissigkeitsspiegel nicht mehr oder kaum 
beriihrt. Der Wasserstoff bleibt anfangs in Form von ge- 
trennten Schaumblasen bestehen, und die Schaumwinde ver- 
mitteln den Kontakt geniigend. Die auf diese Weise armierten 
Ketten fiihren nach unserer Erfahrung rascher zu einer Kon- 
stanz der elektromotorischen Kraft, als wenn die Elektroden 
tiefer eingetaucht werden. 

Auf diesen scheinbar ganz unbedeutenden Kunstgriff méchten 
wir mit aller Schirfe besonders hinweisen. Es ist durchaus 
notwendig so zu verfahren, daB die Platinelektrode kaum merk- 
lich in das Serum eintaucht. Die Erfahrung hat uns gelehrt, 
daB die Einstellung der elektromotorischen Kraft zum Gleich- 
gewicht hierbei fast augenblicklich, und also sehr viel schneller 
erfolgt, als wenn etwa, wie gewohnlich angegeben, ein Drittel 
der Elektrode eintaucht. Kontroliversuche mit gewdhnlichen 
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eiweiBfreien Saéurelésungen zeigten, daB es fiir das definitive 
Gleichgewicht véllig gleichgiiltig ist, ob die Elektroden ein wenig 
mehr oder weniger eintauchen, daB dagegen die Einstellung 
des Gleichgewichtes fast momentan erfolgt, wenn die Elek- 
troden die Fliissigkeit gerade knapp beriihren. Deshalb braucht 
auch neuerdings noch z. B. Szili') 6 Stunden bis zur Ein- 
stellung des Potentials und deshalb halten wir auch die Form 
der Elektrode, die Henderson*) beschreibt, nicht fiir geeignet, 
und so ist auch Henderson mit seinen Messungen nicht zu- 
frieden. Als zweite bekannte Voraussetzung fiir die prompte Ein- 
stellung des Gleichgewichtes méchten wir daran erinnern, daB die 
Platinierung der Platinelektroden, besonders der in das EiweiB 
tauchenden, nicht zu alt sein darf. Die von anderen Autoren 
oft als lastig befundene Tatsache, daB die Elektroden gegen- 
einander schon bei gleicher Konzentration der Elektrolytlésungen 
mehrere Millivolt Potentialdifferenz zeigen, ist uns bei der 
Methode des geringen Eintauchens niemals begegnet, ohne daB 
auf besonders gleichmaBige Platinierung beider Elektroden Sorg- 
falt verwendet wurde. Theoretisch ist es ja iibrigens auch nicht 
denkbar, daB das Gleichgewicht von der Art der Platinierung, 
ja selbst von der Natur der Elektrode — ob Platin, Palladium, 
Gold usw. — abhangt; es kommt in praxi nur darauf an, da8 
das definitive Gleichgewicht sich auch recht schnell und richtig 
einstellt, und das scheint bei frisch platinierten und wenig 
eintauchenden Elektroden stets sehr rasch zu geschehen. Die 
Menge des gasférmigen Wasserstofis ist dann ganz belanglos, 
und die ca. 2ccm Wasserstoff, die in unserem Apparate iiber 
der Fliissigkeit stehen, sind vollkommen ausreichend. 

Die Verbindung zwischen beiden Elektroden geschah folgender- 
maBen: durch einen etwa 6 cm langen Gummischlauch von solcher 
Dicke, daB er in die offenen Enden der ElektrodengefaéBe hinein 
(nicht iiber sie heriiber) luftdicht eingefiigt werden konnte, wurde 


1) Al. Szili, Pfliigers Arch. 115, 72, 1906. 

2) Lawrence J. Henderson, The Theory of Neutrality Regula- 
tion in the Animal Organism. Americ. Journ. of Physiol. 21, 427, 1908. 
— Lawrence J. Henderson and O. F. Black, A Study of the equi- 
librium between carbonic acid, sodium bicarbonate, mono-sodium-phos- 
phate and di-sodium-phosphate at body temperature. Americ. Journ. of 
Physiol. 21, 420, 1908. 
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ein doppelter Baumwollfaden gezogen, mit der passenden Ver- 
bindungsfliissigkeit gut durchtrankt und dann zwischen die 
beiden GefaiBe eingeschaltet. In den Fallen, wo der ganze 
Apparat unter Wasser versenkt wurde, wurde eine vollkommene 
Wasserdichtigkeit dadurch erreicht, daB vorher auBerdem noch 
in jedes der beiden Schlauchenden ein kurzes Glasrohr von 
geeigneter Dicke eingeschoben wurde. 

Die Temperatur wurde in der Weise konstant gehalten, 
daB die Elektroden in ein Wasserbad versenkt wurden. 
Das Wasserbad wurde ohne Thermostaten durch gelegentliche 
Kontrollierung auf der gewiinschten Temperatur (-+ */,° C) ge- 
halten. Wo die Messungen bei Zimmertemperatur gemacht 
wurden, wurde 6fter vom Wasserbad abgesehen. 

Das eine ElektrodengefaB wurde stets mit der zu unter- 
suchenden Blutfliissigkeit gefiillt, das andere entweder nach dem 
Vorschlag von Héber mit %/,-HCl, und dann als Verbin- 
dungsfliissigkeit ®/,-NaCl benutzt, oder (meist) das Elek- 
trodengefa8 wurde nach dem Prinzip von Bugarszky') mit 
einer Lésung von */,-NaCl-+-*°/,,.-HCl gefiillt, und dann be- 
stand die Verbindungsfliissigkeit ebenfalls aus ®/,-ClNa-Lésung. 
Die Kontaktpotentialdifferenz zwischen dem Serum und der 
n/.-ClNa-Lésung ist stets zu vernachlassigen, wie Hober ge- 
zeigt hat. Bei der Bugarszkyschen Anordnung ist die Kontakt- 
potentialdifferenz im Groben zu vernachlassigen, weil die Salz- 
séure im Uberschu8 eines gleichionigen Neutralsalzes geldst ist. 
Eine Berechnung mit Hilfe der Planckschen Formel ergibt 
jedoch immerhin eine Kontaktpotentialdifferenz von 0,0059 Volt 
im entgegengesetzten Sinne wie die Potentialdifferenz der Kon- 
zentrationskette. Sie wurde bei der Rechnung stets beriick- 
sichtigt. Bezeichnen wir die in jedem Versuch gefundene 
elektromotorische Kraft mit 2, so ist diese also um das Kon- 
taktpotential 2, kleiner als der gesuchte Wert der Konzen- 
trationskette 2’, so da8 sich ergibt 

a’ =a-+a,. 

Die Berechnung der H-Ionenkonzentration ergibt sich aus 
der Nernstschen Gleichung: 

a’ =0,000198 - T log- Cu, 
Cu, 


1) Bugarszky, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 14, 145, 1897. 
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wo T die absolute Temperatur, Cy, die Konzentration der 
H-Ionen in der Saéurelésung, Cy, die Konzentration der H-Ionen 
in der Blutfliissigkeit bedeutet. Hieraus ergibt sich die ge- 
suchte H-Ionenkonzentration zu 


’ 
M4 


— o,000108-7 108 Cm. 

Die H-Ionenkonzentration der Saurelésung ist bekannt, 
oder kann doch dadurch berechnet werden, da8 der Dissoziations- 
grad einer HCl-Lésung in iiberschiissigem ClNa etwa der gleiche 
ist wie in einer HCl-Lésung von demjenigen Gehalt, wie ihn 
die ClNa-Lésung hat; also bei der Anordnung 0,125 n +- 0,01 n HCl 
ist der Dissoziationsgrad der HCl derselbe wie in einer 0,125 
norm. HCl-Lésung, d. i. = ca. 0,95. Der H-Ionengehalt der 
,, Bugarszkyschen Saurelésung“ ergibt sich auf diese Weise zu 
0,0095 g Ion im Liter. 

Aus der H-Ionenkonzentration la8t sich nun die OH-Kon- 
zentration berechnen, da das Produkt beider, die Dissoziations- 
konstante des Wassers, bekannt ist. 

Die Messung der elektromotorischen Kraft der Kette ge- 
schah nach der Kompensationsmethode, deren Beschreibung 
iiberfliissig ist.*) Als Nullinstrument wurde ein Capillarelektro- 
meter angewendet, dessen Empfindlichkeit fiir den vorliegenden 
Zweck vollkommen ausreicht, indem es, selbst im Zustande 
gréBerer Unempfindlichkeit, die ganzen Millivolts mit Sicher- 
heit, die Zehntel schatzungsweise zu messen gestattet, eine voll- 
kommen ausreichende Empfindlichkeit, deren Uberschreitung 
die Genauigkeit der Messung nicht erhéht. Als Stromquelle 
wurde gew6éhnlich ein Akkumulator, als Normalelement ein 
selbsthergestelltes, mit einem geeichten Element verglichenes 
Westonelement benutzt. An Stelle der MeBbriicke wurden zwei 
volistaindige Widerstandssitze von je 1 bis 1110 Ohm benutzt, 
und es wurde der Stromkreis des Akkumulators standig durch 
1110 Ohm geschlossen gehalten, welche bis zur Erreichung der 
Kompensation auf die beiden Widerstandskisten verschieden 
verteilt wurden. Es wurde etwa alle 10 Minuten eine Bestim- 
mung gemacht und dies mindestens 1*/, Stunden lang fortge- 
setzt. Das zusammengesetzte Element andert seine elektro- 


log Cu, = 


1) Es sei auf Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre, 
als vorziigliche methodologische Anweisung hingewiesen. 
21* 
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motorische Kraft, wenn man ihm keinen Strom entnimmt, 
innerhalb von 2 bis 3 Millivolt nicht im Laufe von 3 bis 4 Tagen, 
und selbst nach absichtlicher Stromentnahme von einigen 
Minuten Dauer stellt sich nach nicht langer Zeit in der Regel 
die elektromotorische Kraft wieder her. 


2. Kontrollmessungen. 


Als Einleitung zu unseren Versuchen, gleichzeitig zur Kon- 
trollierung unserer Methodik, fiihrten wir nun eine Reihe von 
Messungen aus, welche die Bestimmung der Dissoziationskon- 
stanten des Wassers bei 18° zum Ziele hatten. Es wurde nach 
dem von Wilh. Ostwald zuerst gemachten Vorschlage die EMK 
einer Kette gemessen, deren eine Fliissigkeit eine Lauge, deren 
andere eine Séure von bekanntem Gehalt war. Diese Kette erlaubt 
daher eine Bestimmung der H-Ionenkonzentration der Lauge, 
deren OH-Konzentration ja bekannt ist. Als Verbindungs- 
fliissigkeit wurde in diesen Versuchen das Neutralsalz der be- 
treffenden Saure und Lauge in der gleichen Konzentration wie 
diese benutzt und die beiden Kontaktpotentiale berechnet und 
dem gefundenen Werte der EMK zugeschlagen. Zur weiteren 
Kontrolle fiihrten wir aber auch Messungen derart aus, daB, 
wie bei der Serum-Anordnung, die Séure und die Lauge in einem 
UberschuB des betreffenden Neutralsalzes gelést wurden, wodurch 
die Kontaktpotentiale erheblich verkleinert wurden. Diese Kon- 
taktpotentiale wurden fiir jede einzelne Versuchsanordnung mit 
Hilfe der Planckschen Gleichung berechnet. 

Als mittlerer Wert der Dissoziationskonstanten des Wassers 
fiir 18° ergibt sich (aus Tabelle I) 0,55-10—**. 

Vergleichen wir damit die von anderen Autoren gefundenen 
Werte, so fanden Kohlrausch und Heydweiller’) 0,59-10—"4, 
Lundén’*) 0,56-10—'™ (durch geradlinige Interpolation des fiir 
15 und 25 gefundenen Wertes). Die anderen vorliegenden Be- 
stimmungen [vor allem von Léwenherz*)] sind bei anderen 
Temperaturen angestellt und gestatten keinen direkten Vergleich, 
da der Temperaturkoeffizient der Dissoziationskonstante des 
Wassers auBerordentlich groB ist. 


1) Kohlrausch und Heydweiller, Wiedem. Ann. 53, 209, 1894. 
*) Harald Lundén, Journ. de Chim. physique 5, 574, 1907. 
*) Léwenherz, Zeitschr. f. physikal. Chem. 20, 283, 1896. 
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Das Resultat dieser Messungen war folgendes: 
Tabelle I. 
Temperatur 18°. 





| Berech- Daraus be- 
Gefun- petesKon- rechnete Dis- 
Anordnung der Kette deneEMK  _takt- soziations- 
in Volt | potential konstante des 
| in Volt Wassers 











a) 0,5808 
0,02 n KOH /0,02nKCl) 0,02n HCl |, 9 5819 
Mittel: | 
0,5814 | 0,0429 | 0,48.10—14 
als | . | a) 0,6035 
0,2n ClNa +), . 0,2n CINa + |*)% 
0,02n NaOH 29 N48! 9 oo ner | ») 0.6022 
c) 0,6009 
Mittel: 
0,6022  0,0190 | 0,47-10—14 
0,8 n KCI + | | 0,8n KCl + | 
’ Y /0,8n KCl!’ , | 0,6072  0,0139  0,47-10—14 
0,02 n NaOH, || 0,02 n HCl | 
nKOH | nKCl | nH 0.7704 0,0429 —0,61-10—14 
nNaOH | nCiNa | n4HCl 0,7548 00,0466 0,50-10—18 


0,1n NaOH |'0,1n NCI! 0,1 n HCl 0,6515 0,0466 0,62.10—14 
0,02 n NaOH 0,02nCINaj| 0,02 n HCl 0,5700 0,0466 0,68.10—1¢ 
Mittel 0,55 -10—14 
Die Ubereinstimmung zwischen diesen Resultaten kann als 
iiberraschend betrachtet werden, zumal es sich um Werte 
handelt, die mit drei verschiedenen, voneinander unabhangigen 
Methoden gefunden wurden [Kohlrausch und Heydweiller 
durch Bestimmung der Leitfaihigkeit des Wassers, Lundén 
durch Bestimmung des Grades der Hydrolyse schwachsauriger 
Salze, wahrend die Konzentrationskettenmethode zuerst von 
W. Ostwald’) und Arrhenius’) angewendet und die richtige 
Beriicksichtigung der Kontaktpotentiale von W. Nernst*) ge- 
lehrt wurde]. 








8. Messungen mit Blutserum, 


Es wurde nun dazu geschritten, die Konzentration der 
H-Ionen an einer Reihe von Blutseren zu bestimmen, die teils 


1) Wilh. Ostwald, Zeitschr. f. physikal. Chem. 11, 521, 1893. 
2) Arrhenius, Zeitschr. f. physikal. Chem. 11, 805, 1893. 
3) W. Nernst, Zeitschr. f. physikal. Chem. 14, 155, 1894. 
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vom Menschen, teils von verschiedenen Tieren stammten, teils 
frisch, teils alt waren. Die Aufbewahrung der Sera geschah in 
eingefrorenem Zustande. Die Resultate der Messungen sind 











folgende: 
8 Tabelle II. 
‘ 33 7 Konzentration Alkali 
= i aS der H-I der nitat!) 
Material 2 38 s§ er -lonen OH-lonen Con 
<= ° 
gS 28 fwennt)~<(OH-)=| Cx 
Fs 0,56 - 10—14} 
Frisches Pferde- i eck 
EE 6 6s od 18° 0,3240 0,0059] 0,18-10—7 3,1-10—7 16 
24stiind. Hammel- 
a 18° 0,3394| 0,0059}0,11-10—7 5,1-10—7 46 
Frisches Hunde- 
NN a ie accu 21° 0,3239) 0,0059] 0,20-10-—7 2,8-10-—7 14 


Frisches Menschen- 
serum (Typhus) . |20,5° 0,3449 0,0059| 0,085-10—7 6,6-10—7] 78 
Frisches Hammel- 
QUE fa. 19° 0,3338) 0,0059]0,13-10—7 | 4,3-10—7 34 
8 Tage gefrorenes | | 
Hammelserum. |18° 0,3456 0,0059) 0,077-:10—7 7,3-10—7 95 
8 Tage gefrorenes 
Hammelserum . |18° 0,3517' 0,009] 0,059-10—7 |9,5.10—7] 160 
22 Tage gefrorenes 
Hammelserum . {18° 0,3518) 0,0059] 0,059-10—7 | 9,5-10—7 160 
Frisches Menschen- 
serum (chron. Ne- 











phritis) .... 18° 0,3437) 0,005 0,081-10—7 |6,9-10—7 85 
Frisches Menschen- 
re 18° 0,3640) 0,005 0,036.10—7 16-:10—7 440 


1) ,, Alkalinitat“ wird hier definiert als das Verhaltnis der 
OH-Konzentration zurH-Konzentration. In diesem Sinne hat 
die Alkalinitaét einer jeden Flissigkeit einen positiven Wert; 
eine neutrale Flissigkeit hat die Alkalinitét 1, eine Base 
eine Alkalinitat >1, eine Saéure eine solohe <1. 

Es ist z. B., wenn wir die Dissoziationskonstante des 
Wassers rund — 10—1!4 setzen und die Dissoziation der Sauren 
und Basen vollkommen annehmen, die Alkalinitaét von 

»/,-HCl — 10—14 

*/10 000° HCl = 10—10 

reinem Wasser = 10° — | 
*/10 000° NaOH = 1010 
»/,-NaOH = 1014 
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Um eine Vorstellung zu geben von der Geschwindigkeit 
der Ejinstellung der Kette und der GréBe der definitiven Kon- 
stanz, sei ein willkirliches Beispiel gegeben: 

Zusammenstellung der Kette beendet um 11° Uhr vorm. 


Zeit EMK in Volt 
11" 07’ 0,3447 
1}* 17’ 0,3405 
11* 30’ 0,3372 
11 55’ 0,3383 
12 10’ 0,3376 
1» 30’ 0,3338 ) Als konstant be- 
1» 45’ 0,3338 > trachteter, end- 
2» 00’ 0,3335 J giiltiger Wert 
Nachster Tag 
vorm. 10° 00’ 0,3401 


Wie man sieht, ist schon 10 Minuten nach Zusammen- 
stellung der Kette der Wert so nahe dem definitiven, daB die 
Beobachtung ohne einen irgendwie in Betracht kommenden 
Fehler abgebrochen werden kénnte. 

Obwohl die Messungen in jedem einzelnen Fall durchaus 
scharf und eindeutig waren, so ergibt sich doch eine wenn auch 
nicht erhebliche aber deutliche Abweichung der verschiedenen 
Falle untereinander. Es fragt sich nun, ob diese Abweichungen 
auf einem unbekannten wesentlichen Grunde oder auf Zufiallig- 
keiten beruhen. Als solche kam vor allem der zufallige Kohlen- 
siuregehalt des Serums in Betracht. Es wurde untersucht, ob 
geringfiigige Anderungen des CO,-Gehaltes solche merklichen 
Ausschlage hervorrufen kénnen. Dies wurde teils durch Ein- 
leiten von CO, in Serum, teils durch Austreiben der Kohlen- 
siure durch einen kiirzeren oder langeren Luftstrom erreicht. 
Die Resultate waren folgende: 








Konz. d Konz. d > 
Temp. 18°. — H*-Ionen OH-Ionen a 
Menschliches Serum, 
eee 0,3640 0,036-10—-7 16-10—7 440 
1.2 Dasselbe nach Ein- 
leitung von CO, 
unter Druck . . . 0,2723 1,4-10—’ 0,4-10—7 0,29 
Menschliches Serum, 
a Co ee 0,3437 0,081-10—? 6,9-10—? 85 
Il, Dasselbe, nachdem 
1 Stunde lang ein 
gelinder Luftstrom 
durchgeleitet wurde 0,4007 0,0083-10—7 68-10—-7 8200 
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| Hammelserum, | | 


| | | Dasselbe | 
H, | 1 Stunde lang | , | H. 
. 4 ] | Hy 
™ Pt | mit Luft durch- | */eCiNe ] Hammelserum | pt 
genuin | 


leitet | 
Temp. 20°. EMK = 0,0298 Volt 
H-Ionen des frischen Serums 3,3 
H-Ionen des geliifteten Serums 1 
IV. Eine gleiche Kette wie III. 
Temp. 18°. EMK == 0,0462 Volt 
H-Ionen des frischen Serums _ 6,3 
H-Ionen des geliifteten Serums 1 
Es zeigt sich also, daB man frisches Serum durch Ein- 
leiten von CO, leicht um das 40fache in der H' -Ionenkonzen- 
tration erhéhen kann, und durch bloBes Liiften leicht um das 
3 bis 10fache vermindern kann. Geringe Anderungen im CO,- 
Gehalt werden entsprechend geringere Ausschlage machen, und 
es zeigt sich, dab es iiberhaupt kein Problem ist, die Reaktion 
des Blutserums allgemein bestimmen zu wollen, sondern daS 
das immer nur Sinn hat in bezug auf einen bestimmten CO,- 
Partialdruck, mit dem das Serum sich in Gleichgewicht ge- 
setzt hat. Dies hat Héber') bereits genau auseinandergesetzt 
und experimentell verifiziert. 


4. Messungen an Blut. 


Von besonderem Interesse ist nun die Reaktion des zirku- 
lierenden Blutes, sowie die Frage, ob die physiologischen 
Schwankungen im CO,-Gehalt einen erkennbaren Einflu8 auf 
die Reaktion haben. Hober hat berechnet, daB der Unter- 
schied des vendsen und arteriellen Blutes etwa derart sein 
diirfte, daB das venése Blut doppelt so viel H-Ionen enthilt 
als das arterielle. 

Wir stellten uns nun die Aufgabe, den Unterschied des 
arteriellen und des venésen Blutes der direkten Messung zu- 
ginglich zu machen. Das Schlagen des Blutes zur Defibrinierung 
ist unter diesen Umstanden natiirlich unzulassig, wegen der 
dabei eintretenden Anderung des Gehaltes an Blutgasen. Die 
Messung muBte vielmehr an frischem, ungeronnenem Blut vor- 


1) R. Héber, Pfliigers Arch. 99. 572, 1903. 
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genommen werden, wie es direkt der Ader entstrémt. Als 
einzig erlaubter Zusatz, um die Gerinnung zu unterdriicken, 
mu8 das auch schon von Héber fiir diesen Zweck angewendete 
Hirudin bezeichnet werden, welches die Reaktion des Blutes 
nicht andert. Schon Héber hat diese Tatsache festgestellt, 
und auch der folgende Versuch beweist bei etwas anderer Ver- 
suchsanordnung das gleiche. Es wurde aus der stark blutenden 
Ohrvene des Kaninchens das Blut direkt in dem Elektroden- 
gefa6 aufgefangen und sofort, ehe noch Gerinnung eintrat, 
Wasserstoff eingeleitet. Die gleich eintretende Gerinnung 
war dann weiter nicht stérend. Ein zweites Mal wurde 
das ebenso gewonnene Blut mit etwas Hirudin (von Sachsse u. Co., 
Leipzig) versetzt, derart, daB in das trockene Elektroden- 
gefaB vorher einige winzige Kérnchen des Hirudins an den 
Wanden verteilt wurde. Dadurch ist die Handhabung sehr 
erleichtert, weil man bequem Zeit hat, den Wasserstoff einzuleiten. 
Sollte die Hirudinmenge etwas knapp bemessen sein, so dal 
verspatet noch Gerinnung eintritt, so schadet das nichts. Die 
mit und ohne Hirudin gewonnenen Werte sind identisch. In 
der Folge wurde dann nur noch mit Hirudin gearbeitet, und 
zwar einige Versuche mit vendsem Blute vom Kaninchen aus 
der Ohrvene, andere mit arteriellem Blute aus der Carotis des 
Kaninchens. Die Entnahme aus der Vene geschieht in der 
Weise, da8 zunichst das Ohr mit einem mit wenig Xylol be- 
feuchteten Lippchen eingerieben wird, wodurch sich die Venen 
miachtig erweitern, und dann mit einer kleinen Lanzette ein 
Schlitz in die Randvenen des Ohres geschnitten wird. Das 
Blut quillt dann rasch in dicken Tropfen hervor. Das Carotiden- 
blut wurde aus der durch Operation freigelegten Carotis ent- 
nommen; Narcotica wurden fiir die Operation nicht angewendet, 
um dem Blute nicht ein fremdes Gas beizumengen, welches 
den Partialdruck der Wasserstoffatmosphare vermindern kénnte. 


Es ergaben sich nun folgende Werte: 
Temperatur iiberall 18°. 


A. Venéses Kaninchenblut. 


EMK H-Ionen OH-Ionen 
1. Ohne Hirudin. . 0,3159 Volt 0,25-10-7 2,2-10—-’ 
2. Mit Hirudin. . . 0,3250 ,, 0,17-10-7 3,2-10-” 
3. Mit Hirudin. . . 0,3164 ,, 0,25 -10--’ 2,2-10-” 


Mittel: 0,22.10—’ 
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B. Arterielles Kaninchenblut. 


H-Ionen 
1. Mit Hirudin .. . 0,3022 0,41-10-’ 
m= a ee . « + oe 0,18- 10-7 


Mittel: 0,30-10—’ 


Mit den bisher erreichten Grenzen der Genauigkeit ist es 
also nicht gelungen, einen sicheren Unterschied zwischen vendsem 
und arteriellem Blut nachzuweisen. Die Werte selbst decken 
sich mit denen von Frankel, Héber und Farkas gefunde- 
nen gut. 

Wir miissen nun noch die Fehlerquellen dieser Methode 
der direkten Messung des Blutes erwagen. Diese Fehler rihren 
von dem Gasgehalt des Blutes her, und zwar erstens von dem 
Gehalt an Sauerstoff, zweitens von dem Gehalt an CO,. Der 
Einflu8 der Kohlensaure ist folgender: Nach der Zusammen- 
setzung der Gaskette entweicht etwas CO, aus dem Blute und 
mischt sich dem Gasraume bei. Dadurch wird erstens die 
Reaktion des Blutes etwas geindert, zweitens der elektrolytische 
Lésungsdruck der H,-Elektrode etwas vermindert. Diese 
Fehler kénnen nur minimal sein, denn das Gleichgewicht 
zwischen Blut und Gasatmosphare ist schon erreicht, wenn 
dem Wasserstoff wenige Prozente CO, beigemengt sind. Da 
der elektrolytische Loésungsdruck der Quadratwurzel aus dem 
Partialdruck des Wasserstoffes proportional ist, so ergibt sich 
durch einfache Berechnung, daB der dadurch geschaffene Fehler 
minimal ist. Eine eigene elektromotorisch wirkende Funktion 
kommt der entwichenen CO, nicht zu, wie Héber nachgewiesen 
hat. Dies ist von dem in den Gasraum entweichenden Sauer- 
stoff nicht ohne weiteres zu sagen; der Sauerstoff setzt nicht 
nur den Partialdruck des Wasserstoffes herab, sondern er hat 
eine eigene potentialbestimmende Wirkung, die der des Wasser- 
stoffes gerade entgegengesetzt ist und die Potentialdifferenz 
der Elektrode kleiner machen muB, als sie sich aus der reinen 
H,-Elektrode berechnen laBt. 

Da die Potentialdifferenz der Elektrode durch die An- 
wesenheit von etwas O, erniedrigt wird, so wird dadurch die 
gemessene elektromotorische Kraft der Kette etwas vermindert 
werden, die berechnete Konzentration der H-Ionen wird etwas 
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zu groB ausfallen, das arterielle Blut wird saurer erscheinen 
als es wirklich ist.*) 

Jedenfalls kénnte es sich nur um eine sehr geringfiigige 
Differenz in der Alkalinitét des venésen und arteriellen Blutes 
handeln. Um diese geringeren Differenzen auch experimentell 
sicher zu stellen, bedarf es noch besonderer, wohl durchfiihr- 
barer VorsichtsmaBregeln, von denen wir aber in der vorliegenden 
Arbeit noch absehen muBten. 

Von besonderem Interesse ist nun noch die Reaktion 
des (gesamten) Blutes bei Kérpertemperatur. Zur Er- 
mittelung derselben wurde das venése Kaninchenblut mit etwas 
Hirudin direkt in dem ElektrodengefaB aufgefangen und die 
ganze Gaskette in ein Wasserbad von 38° versenkt. Es 


ergab sich: 

EMK in Volt Konz.d.H*-Ionen Konz.d.OH~-Ionen Alkalinitat 
1. 0,3322 0,38 - 10-7 6,8-10-7 18 
2. 0,3254 0,41-10-7 6,3-10-7 15 


Es wurde hier der innerhalb der ersten halben Stunde der 
Beobachtung sich ergebende Wert genommen. Eine zeitlich sehr 
ausgedehnte Beobachtung gibt durchaus falsche Werte wegen der 
allmahlich eintretenden irreversiblen Anderungen des Blutes 
und des Gasraumes. Aus demselben Grunde war es auch nicht 
méglich, die Anderungen der Reaktion innerhalb der physio- 
logischen Temperaturen von 38 bis 42° an einer Blutprobe zu 
studieren. Die Anderungen erwiesen sich namlich als so gering- 
fiigig, daB sie durch nicht auszuschaltende, spontane, irrever- 
sible Anderungen des Blutes verdeckt wurden. Es wurde in 
ahnlicher Weise wie spater beim Serum versucht, das Blut 
innerhalb des Wasserbades wiederholt zwischen den Tempe- 
raturen von 38° bis 42° hindurchzufiihren, jedoch kehrte die 
EMK bei der Riickkehr auf eine schon vorher eingestellt ge- 





1) Dem allmihlichen Entweichen von O, in den Gasraum hinein 
ist es wohl auch zuzuschreiben, daB bei Ketten mit Blut (niemals mit 
Serum) der anfingliche Wert der EMK ganz allmahlich im Laufe von 
24 Stunden betrichtlich fallt (z. B. von 0,332 Volt auf 0,274 Volt) und dann 
viele Tage, bis zum LEintritt der Faulnis, innerhalb weniger Millivolt 
konstant bleibt. In Anbetracht der raschen Einstellung unserer Ketten 
wird man daher die friiheren Ablesungen den spateren im Zweifelfalle 
etets vorziehen miissen. 
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wesene tiefere Temperatur stets iiber den zuerst bei dieser 
Temperatur gemessenen Wert hinaus zuriick. Es lieB sich da- 
her die Abhangigkeit der EMK von der Temperatur experi- 
mentell nicht sicher feststellen, nur ist es sicher, daB diese 
Abhangigkeit minimal ist. 

Wenn wir diese Zahlen mit denen bei 18° gewonnenen 
vergleichen, so kénnen wir sagen, da8 in weiten Grenzen 
die H-Ilonenkonzentration des Blutes unabhangig von 
der Temperatur ist. Unter Beriicksichtigung des Umstandes, 
daB8 die Dissoziationskonstante des Wassers mit der Temperatur 
stark ansteigt, berechnet sich, wenn man die H-Ionenkonzen- 
tration von der Temperatur unabhingig als rund 0,35-10—’ zu- 
grunde legt, fiir die OH-Ionenkonzentration und fiir die Alkali- 
nitét des Blutes: 


Dissoziationskonstante es 
Temperatur des ' Wensen ane. a eee 
(nach Lundén) - ” 
18° 0,56 -10—-** 1,6-10—’ 4,6 
25° 1,05-10—-** 3,0-10—’ 8,6 
38° interpol. 2,6-10—** 7,4-10-” 21 
40° 2,94-10-** 8,4-10-7 24 


Hiermit wird die von Henderson (lI. c.) theoretisch ge- 
forderte Erhéhung der Alkalinitaét mit steigender Temperatur 
bestitigt. Die Anderungen innerhalb der physiologisch inter- 
essierenden Temperaturbreite sind aber auBerst gerinfiigig. 


5. Die Neutralititsregulierung im Serum. 


Um einen zahlenmaBigen Ausdruck fiir das neutralitats- 
regulierende Vermégen des Serums zu gewinnen, stellten wir 
uns die Aufgabe, die wahre Reaktion von Serum zu messen, 
dem bekannte Mengen von HCl oder NaOH zugefiigt wurden. 
Es wurde zu je 5,7 com Serum 0,3 ccm einer bestimmten Saure- 
oder Alkalilésung zugegeben und diese Fliissigkeit untersucht. 
Ein Serum, welches in gleichem Verhiltnis mit destilliertem 
Wasser verdiinnt wurde, zeigte nach Kontrollversuchen keinen 
Unterschied gegeniiber dem urspriinglichen Serum. Es ergab 
sich dabei folgendes: 
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Hammelserum, mit einem Gehalt 


von ...g Mol. HCl pro Liter Kons. der H+-Ionen 


0 a) 0,13-10-7 

b) 0,10-10—-’ 

c) 0,07-10~—’ 
0,005 0,13-10-7 
0,0125 0,83 - 10-7 
0,025 2,87-10-” 
0,05 166-10-7 


Dasselbe mit einem Gehalt 
von ... g Mol. NaOH pro Liter 


0,00005 a) 0,046-10—7 
0,0005 b) 0,064-10-7 

0,030 - 10’ 
0,005 0,034 - 10-7 
0,05 0,00014-10~7 


Uberblicken wir diese Messungen, so springt das regu- 
lierende Vermégen fiir annahernd neutrale Reaktion stark in 
die Augen. Grébere Anderungen der Reaktion finden zwischen 
einem Gehalt von 0,025 n HCl und 0,005 n NaOH iiberhaupt nicht 
statt. Bei weiterer Uberschreitung dieser Grenze nimmt aller- 
dings die Anderung der Reaktion rapide zu. Betrachten wir 
nun innerhalb dieser Zone des héchsten Regulationsvermégens 
den Einflu8 von Saéure und Base genauer, so fallt zunachst 
auf, daB die Regulation gegeniiber Sauren viel weiter geht als 
gegen Lauge. Zusatz von 0,005 g-Mol. HCl pro Liter hat iiber- 
haupt keinen merklichen Einflu8, wabrend sich schon die aller- 
geringsten Mengen Lauge (0,00005 g-Mol. pro Liter) bemerkbar 
machen. Die genaue Neutralitét besteht bei einem Gehalt von 
etwa 0,01 n HCl. 


6. EinfluB der Temperatur. 


Die bisherigen Messungen wurden fast alle um 18° herum 
vorgenommen. Es ist nun von Interesse den Verlauf der Re- 
aktion bei steigender Temperatur zu verfolgen. Dabei sollen 
nur diejenigen Temperaturen zunichst beriicksichtigt werden, 
die keine irreversiblen Anderungen des SerumeiweiBes hervor- 
vorrufen, also zwischen 0 und 50°. Unsere Form der Gaskette 
setzt uns direkt in den Stand, bei einer Serumprobe die Ande- 
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rung der elektromotorischen Kraft mit steigender Temperatur 
zu beobachten. Zwar kann man bei der beschrankten Zeit der 
Beobachtung bei jeder einzelnen Temperaturstufe nicht die 
voéllige Konstanz der Kette abwarten, jedoch sind die nach 
*/, Stunde Beobachtungszeit eintretenden Anderungen so un- 
erheblich, daB sie fiir das Resultat absolut nicht mehr in Be- 
tracht kommen. 


Die Anderungen der EMK mit der Temperatur sollten 
volistandig reversibel sein. Um sich davon zu iiberzeugen, 
wurden dieselben Serumproben mehrere Male hin und zuriick 
iiber dieselben Temperaturgebiete gebracht und gemessen. Es 
ergab sich folgendes: 


I. Frisches Hundeserum. 


Konz. Dissoziations- Pn Alkalinitat, 
Temp. EMK der ee da 
H_- Ionen Wassers?) OH-Ionen \™ ™ H+ 
21° 0,3239 0,20- 10-7 0,8-10-** 4,0-10-’ 20 
32° 0,3294 0,27. 10-7 1,8-10-"*  6,7-10-’ 25 
38° 0,3316 0,32-10-" 2,6-10-** 8,1-10-’ 25 
42° 0,3331 0,35 - 10-7 3,2- 10—*4 9,1-10—’ 26 
48° 0.3371 0,40- 10-7 4,8-10-** 12-10-’ 30 
52° 0,3349 0,49-10-7  ca.6-10-** 12-10-’ 25 
Wieder 
zurick 0,3150 0,31-10-7 0,8-10-%* 26-10-7 8,4 
auf 21° 


II. Frisches Menschenserum (Typhus). 
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Gang der Temperatur: a) 10,5°, 20,5°, 30,5°, 38,5°, 40,5°, 
44,0°; b) 20,5°, 40,5°; c) 20,5°, 40,5°; d) 20,5°, 40,5°. 
Das Serum befindet sich also z. B. 4mal auf 20,5°. 


10,5° 20,5° 30,5° 38,5° 40,5° 44° 
a) 0,3397 0,3449 0,3502 0,3506 0,3515 0,3544 
b) -0,3305 0,3479 
c) 0,3324 0,3493 
d) 0,3323 0,3497 


1) Berechnet nach den Angaben von Lundén (1. c.), ev. mit 
Interpolation. 
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Aus dem letzten Wert berechnete H+-Ionenkonzentration: 
Dissoziations- Alkali- 


Konz. Konz. ven 
an konstante in nitat 
gue H—- Ionen _des OH-Ionen Cou 
Wassers Cu 
20,5° 0,15- 10-7 0,8-10—' 5,3-10-’ 35 
40,5° 0,18- 10-7 3,0-10-'* 17-10-" 94 


III. Die Brauchbarkeit der Methode zeigt z. B. folgender 
Versuch. Die Kette 


P| =6anCK Ot gs x | 2nCIK | Pt 
H, | +0,05nHC | | +0,05nHCl | H, 
zeigt bei 18° . . . . . . . . . 0,0554 ber. 0,0576 
bei Of. 2... ww... 00517 «6b aes 0,0641 
Zeer 
wieder bei 18° . . . . . . . . 0,0554 525% 0,0576 
nach 48 Stunden wieder bei 18°. 0,0554 22.22 0,0576 


Es zeigt sich also, daB beim Serum die Schwankungen der 
EMK beim Temperaturwechsel sehr gering sind. Die Riickkehr 
zu den friiheren Werten, wenn man die niedere Temperatur 
nach Durchgang durch die héhere wieder einstellt, ist keine 
ganz vollkommene, sondern wird etwas iiberschritten. Beim 
zweiten und dritten Mal des Hin- und Zuriickgehens kehrt je- 
doch die EMK innerhalb der Versuchsfehler voéllig zuriick. Es 
hat also den Anschein, als ob durch die erste Erwarmung eine 
geringfiigige irreversible Anderung eintritt, die man wohl als 
ein gewisses Entweichen von CO, in den Gasraum deuten darf, 
welches nicht riickgangig gemacht wird. 

Wir kénnen also mit ungefahrer Annaiherung sagen, da 
die EMK der Gasketten mit Serum sich mit der Temperatur 
kaum andert. Daraus folgt, da8 auch die H-Ionenkonzentration 
nur wenig von der Temperatur abhiangig ist. Da aber die 
Dissoziationskonstante des Wassers stark mit der Temperatur 
steigt, so folgt daraus, da8 die Konzentration der OH-Ionen 
im Serum mit der Temperatur zunimmt, und daB auch die 
»Alkalinitét“ mit der Temperatur zunimmt, wenn wir die Al- 
kalinitét definieren als das Verhaltnis der OH-Ionen zu 
den H-Ionen. Aus Versuch I ergibt sich dieses Resultat 
natiirlich nur, wenn wir als richtigen Wert fiir die niederen 
Temperaturen nicht den ersten, sondern den definitiven Wert 
nach der Abkiihlung von der héheren Temperatur betrachten. 
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7. Denaturierung und Koagulation. 


Schon im vorigen Abschnitt streiften wir die Frage, ob 
die Reaktion des Serums durch Temperaturveranderungen eine 
irreversible Anderung erleidet. Wir muBten dies zum Teil be- 
jahen, konnten aber mit groBer Wahrscheinlichkeit die Ande- 
rungen auf geringfiigiges Entweichen von Kohlensdéure zuriick- 
fiihren. Jedenfalls kénnen sie mit einer beginnenden irreversiblen 
Veranderung der EiweiSk6rper nichts zu tun haben, da sie schon 
bei Erwirmen auf 42° eintraten. Es erhebt sich nunmehr die 
Frage, ob bei der irreversiblen Hitzeveranderung des Serums 
auBerdem noch eine irreversible Anderung der Reaktion eintritt. 

Es wurde Serum auf 55°, in anderen Fallen auf 100° eine 
halbe Stunde lang erwirmt, und seine Reaktion mit der des 
unerwarmten Serums verglichen. Wurde die Erwairmung ohne 
besondere VorsichtsmaBregeln vorgenommen, so zeigt sich regel- 
maBig eine sehr kleine Erhéhung der Alkalinitét. Sie wurde 
zunachst vermutungsweise wieder auf das Entweichen von CO, 
zurickgefiihrt. Deshalb wurde in weiteren Versuchen die Er- 
warmung in einem luftdicht abgeschlossenen Gefa8 vorgenommen, 
welches nach der Abkiihlung erst langere Zeit zur Einstellung 
des CO,-Gleichgewichtes sich selbst iiberlassen wurde, bevor es 
gedffnet wurde. In anderen Versuchen wurde auBerdem zur 
Vermeidung von Lésung von Alkali aus dem Glase ein Kolben 
aus Jenenser Glas verwendet. Es wurde ferner Serum mit be- 
stimmten Mengen HCl versetzt und die Reaktion der Filiissig- 
keit vor und nach dem Kochen verglichen. 


1. Pferdeserum . . . 10 
2/,-ClNa-Lésung . 90 = Mischung A. 
n Essigsaurelésung 0,5 


Zusammensetung der Kette: 
Mischung A | ®/,-ClNa || ®/,-HCl 


Kontakt- Kontakt- 


ul ten- 
tl al — 
0 0,032 Volt 


a) unerhitzt: EMK — 0,203 V.; (H*)—1,1-10-, 
b) gekocht (fein koaguliert) EMK — 0,216 V.; (H*) =0,65-10-*. 
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2. Zehnfach mit destilliertem Wasser verdiinntes Pferde- 
serum. 


Kette: 
Serumverdiinnung || */,,-ClNa || */,,-HCl 
Kontaktpot. = 
0,032 Volt 
a) unerhitzt EMK = 0,320; (H*) —0,099-10-’, 
b) gekocht = 0,324; == 0,082-10—-’. 
3. 10 ccm Pferdeserum -+- 90 ccm n CIK-Lésung. 
Kette : 
Serumverdiinnung | 0,9 n CIK | 0,9n CIK, 
| | + 0,01 n ClH 
— — 


Kontaktpotentiale — annahernd 0 
a) unerhitzt: 0,316 V.; (H*)—0,57-10—’, 
b) gekocht (milchig, ohne grobe Flocken) 0,339 V.; (H*) 
= 0,18-10-’. 


4. Kette: 
A B 


Das ungekochte Gemisch || | /,-CIK | Das gekochte Gemisch 
von Versuch Nr. 3 | von Versuch Nr. 3 
0,242 Volt. 

Cu, 1 , 1 
Cup =36 aus Versuch Nr. 3 ergibt sich durch Rechnung: 32° 

5. Pferdeserum, mit 9 Teilen ®/,-ClNa verdiinnt. 

Kette : 
| in verschlossener Druckfl 
mgpetin Gone | vorher gekochtes oo” 

eS 
Cy gekocht ey 

6. Frisches Hammelserum; 

gewohnliche Kette: 

18°: EMK = 0,3401 V.; (H+) =0,13-10—, 

1/, Stunde auf 55° erhitzt; dann bei 18°:0,3498; (H*) 
== 0,092 -10-7; 


EMK = 0,007 Volt; 


Cu ungekocht _ 14 
Cy gekocht 1° 
Biochemische Zeitechrift Band 18. 22 
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7. Dieselben Serumproben. 
Kette: 
Erwarmtes Serum || genuines Serum 
EMK = 0,0086 V; 
Cy ungekocht 1,40 
Cy gekocht 1 

Es ist in allen Proben ein sehr geringfiigiger Unterschied 
im H-Gehalt des ungekochten und des gekochten Serums. In 
der Probe, bei der das Kochen in verschlossenem GefaB vor- 
genommen wurde, ist der H-Ionengehalt praktisch vdllig gleich 
geblieben. Es la8t sich in den anderen Fallen die geringfiigige 
Anderung zwanglos durch ein minimales Entweichen von CO, 
erklaren, da wir ja friiher sahen, da8 energisches Austreiben 
der Kohlensaure viel starkere Anderungen im Gefolge hat. Wir 
kénnen nun daraus erstens schlieBen, daB die Reaktion des 
Serums beim Kochen sich nicht andert, daB bei der Denaturie- 
rung, gleichgiiltig ob mit oder ohne Koagulation, eine Ande- 
rung der Reaktion nicht eintritt. Da aber auch bei vorhandenem 
Saureiiberschu8 eine Anderung der Reaktion beim Kochen nicht 
eintritt, so kénnen wir ferner schlieBen, daB auch das Siaure- 
bindungsvermégen des EiweiBes beim Kochen nicht geandert 
wird. Daraus folgt, da8 die Koagulation nicht mit einer Auf- 
spaltung des EiweiSmolekiils verbunden sein kann, die saure 
oder basische Gruppen frei machte, wie es z. B. die Trypsin- 
verdauung’) tut. Diese Feststellung verlohnte sich deshalb, 
weil haufig angegeben wird, daB Eiwei8 beim Koagulieren die 
Aciditét einer sauren Lésung vermindere. 

Zusammenfassung: 

Es wird eine einfach reproduzierbare Form der Gasketten 
beschrieben, die die Messung der H-Ionen in wenigen Kubik- 
zentimetern von KoOrperfliissigkeiten gestattet und in wenigen 
Minuten sich auf ihren Gleichgewichtszustand einstellt. Eine 
Reihe von Kontrollmessungen, die die Dissoziationskonstante 
des Wassers bestimmen sollen, zeigt die VerlaBlichkeit der 
Methode. 

Die Reaktion des Blutserums wird zwischen 0,036 und 
0,20-10—" normal in bezug auf H-Ionen gefunden. Die Schwan- 


1) 8. P. L. Sérensen, Enzymstudien. Diese Zeitschr. 7, 45, 1908. 
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kungen rihren von dem zufilligen jeweiligen Kohlensaure- 
gehalt her. 

Durch Einleiten von CO, lieB sich der H’ -Gehalt des 
Serums leicht auf 1,4-10~", durch Austreiben von CO, ver- 
mittels eines Luftstromes leicht auf 0,8-10—° bringen. 

Das frische Blut, sei es mit oder ohne Hirudinzusatz, hat 
einen H*-Gehalt von 0,2 bis 0,4-10—" bei 18°, also eine Al- 
kalinitét von rund 7; bei 38° den fast identischen H~-Gehalt 
von ca. 0,4-10—" und eine Alkalinitaét von rund 20. 

Con— 
Cy+ ‘ 

Die Ionenkonzentration im Serum wird bestimmt, welchem 
verschiedene Mengen Siuren und Laugen bekannten Gehaltes 
zugesetzt werden, und so festgestellt, daB das neutralitatsregu- 
lierende Vermégen des Serums den Sauren gegeniiber weiter 
geht als den Laugen gegeniiber. 

Der Einflu8 der Temperatur auf die Reaktion wird 
experimentell studiert. Die H-Ionen nehmen nur wenig mit 
steigender Temperatur zu. Da aber die Dissoziationskonstante 
des Wassers mit der Temperatur stark ansteigt, nimmt die 
Alkalinitat des Serums mit der Temperatur etwas zu, z. B. von 
35 bei 20° auf 94 bei 40°. 

Beim Denaturieren des Serums durch Hitze mit oder ohne 
Gerinnung andert sich, wenn man die Austreibung von CO, 
verhindert, die nach dem Erkalten bestimmte Reaktion nicht, 
und ebensowenig das Saéurebindungsvermégen des Serums. 


,Alkalinitat’ wird definiert als 


22° 





Untersuchungen fiber physikalische Zustandsanderungen 
der Kolloide. 


VIII. Mitteilung. 


Studien am Saureeiwei8. 


Von 
Wolfgang Pauli und Hans Handovsky. 
(Aus der biologischen Versuchsanstalt in Wien, physikalisch -chemische 
Abteilung.) 
(Eingegangen am 30. April 1909.) 
Mit 3 Figuren im Text. 


Das Studium der kolloiden Zustandsinderungen erdffnet 
Wege in die vielfach noch dunkle physikalisch-chemische Kon- 
stitution der EiweiBlésungen, und umgekehrt gestattet die Fest- 
stellung der letzteren gewisse GesetzmaBigkeiten der Zustands- 
anderungen der Proteinkérper aufzuklaren. Fiir die Fortschritte, 
welche sich durch das Zusammenfassen dieser Methoden in der 
physikalischen Chemie der EiweiBreaktionen erzielen lassen, 
sollen diese und die folgenden Mitteilungen iiber eine Reihe 
zum ‘Teil seit langem in der Hauptsache abgeschlossener Ar- 
beiten an unserem Institute weitere Belege bringen. 

Versetzt man ein sorgfaltig dialysiertes Serumeiwei8 mit 
etwas Séure, so hat dasselbe die Fahigkeit erlangt, im elektri- 
schen Strome zum negativen Pole zu wandern, zugleich aber 
seine Koagulierbarkeit durch Alkohol und durch Hitze ein- 
gebiiBt. Gleichzeitig hat seine innere Reibung eine michtige 
Erhéhung erfahren. Durch UberschuB von Séure wird die 
Alkoholfallbarkeit restituiert (Schorr') und die erhdhte Vis- 
cositat wieder herabgesetzt (siehe unten). Ebenso wirkt ein 


1) Zitiert nach Pauli, Kolloidchemische Studien am EiweiB. Dres- 
den 1908. 
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Zusatz von irgend einem Neutralsalz in bezug auf die Her- 
stellung der Gerinnbarkeit von Saureeiwei8 durch Hitze’) und 
Alkohol*) und auf die Abnahme der inneren Reibung (siehe 
unten). SchlieBlich besteht noch in dem Punkte eine Uber- 
einstimmung zwischen reiner und mit Neutralsalzzugabe kom- 
binierter Séurewirkung auf Eiwei8, daB ein geniigender Uber- 
schu8 von Saure allein oder ein Zusatz von Neutralsalz zu 
nicht fallenden Sauregaben schon in der Kalte eine irreversible 
EiweiBflockung herbeizufiihren vermag. Es hat sich nun ge- 
zeigt, daB alle diese Erscheinungen in einfacher und gesetz- 
maBiger Weise zusammenhangen. 


Experimenteller Teil. 
A. Innere Reibung von SiaureeiweiB. 


In allen Versuchen wurden zumeist aus Rinderseren*) mittels 
sorgfaltiger, bis zweimonatiger Dialyse gewonnene und durch 
mehrmonatiges Stehen und Abfiltrieren vollkommen geklarte 
EiweiSlésungen verwendet. Die Viscositaéten wurden mit passen- 
den Viscosimetern nach Ostwald bei 25° C, die spezifischen 
Gewichte der Lésungen in 20 g fassenden Ostwald-Sprengel- 
schen Pyknometern bestimmt. Der exakten Temperaturregu- 
lierung, der Vermeidung von Schaum oder feinster Fléckchen- 
bildung wurde groBe Aufmerksamkeit gewidmet. Der EiweiB- 
gehalt der gereinigten Sera schwankte zwischen 2,18 bis 2,32°/, 
(aus dem N-Gehalte berechnet). Diese Sera wurden mit gleichen 
Teilen der Elektrolytlésung gemischt, so daB der EiweiSgehalt 


1) Pauli, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 53. 

2) Pauli, Beziehungen der Kolloidchemie zur Physiologie. Leipzig 
1906. 

3) Die verwendeten Rindersera (RS) und ein Pferdeserum (PfS) 
zeigten folgende Werte der spezifischen Gewichte S, Reibungskoeffizienten » 
und EiweiBgehalt (aus N-Gehalt nach Kjeldahl): 











| 
PS RS 
A | B Cc 
ga eae —_ | 1,00240 | 1,00198 | 1,00284 
“ah oe ae — | 1,0409 1,0623 1,0684 
EiweiB . . | 3,144°/, 2,184°/, — 2,315%/, 








342 W. Pauli und H. Handovsky: 


der Mischung etwas iiber 1°/, betrug. Die angegebenen Elektro. 
lytkonzentrationen zeigen den Gehalt der fertigen Mischungen an. 


Tabelle I. 


SalzsaiureeiweiB. 
ni und {i sind die Reibungskoeffizienten von zweierlei Rinderseren, die 


mit HCl in wechselnder Konzentration versetzt wurden. 








HCl- 

Konzentration 1) Vy 
0,00 n 1,0409 1,0623 
0,005 ,, 1,0832 1,1255 
0,01 , 1,1660 1,2332 
0,012 ,, = 1,2744 
0,015 ,, 1,2432 | 1,2937 
0,017 ,, 12432 | 1,2937 
0,02 , 1,2323 | 1,2770 
0,03 ,, 1,1647 1,2224 
0,04 , 1,1356 | 1,1822 
0,05 , 1,1206 1,6667 

Tabelle II. 


Versuche mit verschiedenen Sauren und demselben EiweiB. 





Citronen- 


Schwefel- 


Trichlor- 

















Kon- saure Oxalséure sdure essigsaure Eesigséure 
zentration a ea le oo 
” n uv] | u/] 
0,00 n 1,0409 | 1,0409 | 1,0409 | 1,0409 1,0409 
0,005 ,, — — | — | 1,0511 — 
0,01 , 1,0442 | 1,0688 | 1,0613 1,0725 1,0456 
0,02 ,, 1,0661 _ 1,1337 | 41,0613 |  1,0594 1,0518 
0,03 ,, 1,1002 | 1,1634 | 1,0604 | 1,0525 1,0658 
0,04 , 11112 | 1,1852 | 1,0638 | 1,0564 1,0751 
0,05 , 1,1408 | 1,1700 | 1,0656 | 1,0603 1,0906 
Die Resultate von Tabelle I und II sind in Figur 1 gra- 











phisch wiedergegeben. 

Nach diesen Versuchen liegt bei etwa 0,016 n Salzsaiuregehalt 
ein Maximum der inneren Reibung von Salzsaureeiwei8. Die 
Reibung steigt bis zum Maximum jah an und fallt mit weiterem 
Salzsiurezusatz bis 0,05 n um mehr als die Halfte ihres héchsten 
Wertes immer langsamer ab. Die Erscheinungen bei noch 
héherem Sauregehalt sind durch das Zusammenspiel von Quellungs-, 
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Abbau- und Fallungsvorgangen kompliziert, worauf von Schorr 
in einer vorlaéufigen Mitteilung') aus dem Institute schon auf- 
merksam gemacht worden ist. 

Von dem Verhalten des SalzsiureeiweiBes weichen die mit 
anderen Sauren*) hergestellten EiweiSmischungen mehr oder 
minder stark ab. Eine Steigerung der Reibung selbst ist wohl 
auch hier in einem verschieden groBen Bereich, zumindest der 
Anfangskonzentrationen, regelmaBig vorhanden und iibertrifft noch 
immer betrachtlich die aus Eiwei8- plus Saureviscositat berech- 
neten Werte. 

Ein steter Anstieg ohne Umschlag bis 0,05 n (und dariiber) 
findet sich bei Zusatz von Essigsiure und Citronenséure zum 
Eiwei8. Ein Maximum zeigen 12s9—~—————- — 
die Oxalsiure (bei 0,04n) und = }- FS neeeaiganontny 

die Trichloressigséure und | 
Schwefelsiure (bei 0,01 n). | 
| 








Das Maximum liegt bei den 
zwei letztgenannten Sauren 
sehr niedrig, wie tberhaupt + rN 
die reibungserhéhende Wir- \ ¥4 Oxels. 
kung derselben auf Eiwei8 
gering ist. In dieser Hinsicht **/- en 
bleibt ihr EinfluB von etwas 

liber 0,02 n an hinter dem & | | 
der anderen Sauren, selbst / f 
der Essigsdure, zuriick. Diese ,19 

Besonderheiten sind weder / Pg Sint 
von der Starke der Sauren 7 
noch von ihrem mehrbasi- f / ner 
schen Charakter bestimmt, 4 

wie derVergleich von Schwefel- —* 
sdure mit der weit schwiache- — “Fig ~ a gies 
ren, aber die EiweiBreibung it 

betrachtlich erhédhenden Oxalsdure, oder der Trichloressigsiure 
mit der schwachen Essigséure lehrt (Fig. 1). 
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1) Diese Zeitschr. 13, 173, 1908. 

2) Salpetersiure zeigt schon in Konzentrationen iiber 0,01 n zum 
Unterschiede von den anderen untersuchten Siuren bei 25° C sofort eine 
Triibung. Der Reibungsanstieg unter 0,01 n ist gut nachweisbar. 


TrichloressiG&e 
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Die in einer EiweiSlésung durch geringen Saurezusatz 
hervorgebrachte Anderung der inneren Reibung erscheint am 
ausgiebigsten am Salzsaureeiwei8. Durch die grundlegende 
Arbeit von Laqueur und Sackur') an Caseinaten ist im 
héchsten MaBe wahrscheinlich gemacht, daB die EiweiBionen 
die Traiger der hohen Reibung von EiweiSsalzen sind. Wir 
diirfen deshalb auch nach unseren Versuchen zuniachst von der 
Annahme ausgehen, daB unter allen SéureeiweiBen das mit Salz- 
sdure hergestellte am reichlichsten elektropositive EiweiBteilchen 
, LiweiBionen“‘ enthalten und daB dem Maximum der inneren 
Reibung — bei dem Gehalte von 0,016n HCl — ein Maxi- 
malgehalt von elektrisch geladenen EiweiBteilchen entsprechen 
werde. In diesem Konzentrationsbereich gelegene Mischungen 
von Salzséure und Eiwei8 wiirden dann Verianderungen an 
ihrem ionischen Eiwei8 durch ganz bedeutende Anderungen 
der inneren Reibung verraten. Von diesem Gesichtspunkte aus 
wurden die folgenden Versuche iiber Beziehungen von Saure- 
eiwei8 zu neutralen Salzen mit Reibungsbestimmungen ein- 
geleitet. 


B. SaurceiweiB und Neutralsalze. 


Die Versuche sind mit Variation aller Versuchsbedingungen, 
mit verschiedenen Seren, Salzen und Sauren in verschiedenen 
Konzentrationen, ausgefiihrt. 

In der folgenden Tabelle III sind die vollstaéndigeren Ver- 
suche, welche den spiteren theoretischen Betrachtungen zu- 
grunde liegen, fiir Salzsiureeiwei8 und das Salz einer starken 
Saure (NaNO,) und einer schwachen (HCOONa) wiedergegeben. 
Die zugehérigen Kurven zeigt Fig. 2. Unter 7 sind die Reibungs- 
koeffizienten, unter D deren Erniedrigung durch Salzzusatz an- 

Die untersuchten Salze bewicken ausnahmslos eine be- 
deutende Erniedrigung der inneren Reibung von SiureeiweiB. 
Diese Erniedrigung wachst mit zunehmender Salzkonzentration, 
und zwar bei niederen Salzkonzentrationen relativ stark, bei 
héheren immer schwacher. Das Salz der schwachen Ameisen- 
saéure erniedrigt relativ mehr als das der Salpetersiure. Hier 
kommt die Verminderung der freien H-Ionenzahl durch Um- 


1) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 193, 1903. 
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setzung in die schwacher ionisierte Ameisensiure zur Salzwirkung 


dazu. 
Tabelle III. 





Konzen-| 0,01 HCl 0,01 HC | 0,03 HCl 
tration} +RSI | +RSII | +R8I 


NaNO, | 


|| Konzen- 
| tration v. | 
| HCOONa) 


i} 


0,0000 n | 11,2662 — 

0,0006 ,, | 1,2464 0,0198 

0,0008 | 1,2018 0,034 1,23550,0307 | — 

0,002 _ | 1,1790, 0,0572 1,2079 0,0583 |1,1995 0,0229 
0,004 "| 1.1503, 0,0869 1,1757 0,0905 11839 0,0385 | 0,002 |1,2968, 0,0256 
0,006 | 1,1276 0,1086 1,15740,1088) — = — 1,2486  0,0738 
0,008 _,| 1,1133 0,12291,14060,1256 — = — 1,2047, 0,177 
0,01 1,1062 0,1300 1,1331 0,1331. —  — |0,01 ]1,1556, 0,1668 
0,02 | 1,0896 01466 —  — 1,12470,0077] 0,03 |1,0710 0,2514 
0,05 = | oo 1,0973 0,1689 —|— 

0,1 —_i- 11,0774 0,1888 | -_— | = 


2 2 2 2 Ss SS SS Se 











a 
3 





Fig. 2. 


Mit zunehmendem Salzsauregehalt des SéureeiweiBes nimmt 
die relative Reibungserniedrigung durch den gleichen Salzzusatz 
bedeutend ab. 








346 


W. Pauli und H. Handovsky: 





Ahnliches ergibt sich aus der folgenden Tabelle IV fiir 
verschiedene Salze, welche nicht die Reibungskoeffizienten, son- 
dern die fiir den Vergleich geniigende Relation von Durch- 
strémungszeit fiir Wasser t, und der betreffenden Lésung t 
in 0,2” anfiihrt. 


Tabelle IV. 

















Saure- Salz- Viscositats- 
kon- Serum| Salz kon- t t/t me cn 
zentration zentration | SaureciweiS 
1. 0,015 A Na,SO, 0,00 807 1,2396 — 
HCl 0,002 739 1,1352 0,1044 
0,02 684 1,0507 0,1889 
2. 0,015 B NaNO, 0,00000 | 897 1,2851 -- 
HCl 0,00002 | 897 1,2851 —_— 
0,00007 | 897 1,285i oe 
0,0002 | 886 1,2693 0,0158 
0,002 860 1,2321 0,0530 
3. 0,02 Cc Na,PO, 0,00 1232 1,3193 — 
HCl 0,01 1146 1,2270 0,0923 
0,03 1019 1,0910 0,2283 
4. 0,02 Cc Ur. nitr. 0,00 1232 1,3193 o 
HCl 0,01 1137 1,2173 0,1020 
0,03 1057 1,1313 0,1880 
5. 0,02 Cc Na,SO, 0,00 1232 1,3193 — 
HCl 0,01 1042 1,1156 0,2037 
0,03 1016 1,0878 0,2315 
6. 0,03 A Na,SO, 0,00 759 1,1659 — 
HCl 0,002 | 756 1,1613 0,0046 
0,02 691 1,0614 0,1045 
7. 0,03 B NaNO, 0,00 834 1,1948 — 
(COOH), 0,002 | 816 1,1690 0,0258 
0,004 | 808 1,1576 0,0372 




















Auch hier zeigt sich die Erscheinung, daB Salzzusatz bei 
héheren Séurekonzentrationen (0,03 n HCl) relativ weniger die 
Viscositaét herabsetzt als bei niederem (0,01 n HCl) (Tabelle IV 
1 und 6). 


Bei der schwiacher auf die Viscositét wirkenden 
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Oxalsiure ist die relative Reibungsabnahme durch Salzzusatz 
kleiner als bei der Chlorwasserstoffsaure. 

Als Minimum der Salzkonzentration, welche geniigt, um 
eine gut nachweisbare Senkung der Viscositét von Salzsaure- 
eiweiB hervorzurufen, kann "/,,,, angesehen werden (Ta- 


belle IV, 2). 


Die Rolle der Anionen und Kationen des Salzes ist aus 
den folgenden vergleichenden Versuchen an einem und dem- 


selben Serumeiwei8 zu entnehmen. 











Tabelle V. 
Serum C. 
Séure- Salzzusatz t t/t 
konzentration 0 
Anionenwirkung. 
1. 0,02 n HCl — 1232 1,3193 
0,03 n NaCl 1018 1,0899 
to = 934 » NaNO, 1048 1,1220 
»  NaSO, 1016 1,0878 
» Na PO, 1019 1,0910 
»  Naacet. 993 1,0632 
,, Na form. 995 1,0653 
,, Na benz. 995 1,0653 
2. 0,01 n HCl = 769 1,1795 
0,01 n NaCl 737 1,1304 
ty = 652 » NaNO, 736 1,1289 
» NaSCN 724 1,1104 
» Na, SO, 713 1,0935 
tn Nano, |_| 1.0080 
3. 0,1 n C,H,0, — 752 1,1534 
0,01 n NaCl 702 1,0767 
t, = 652 » NaNO, 704 1,0797 
» NaSCN 703 1,0782 
» (NaCOO), 703 1,0782 
» Na SO, 698 1,0706 
Kationenwirkung. 
1. 0,02 n HCl — 1232 1,3193 
0,03 n NaNO, 1048 1,1220 
to = 934 » Ur. nitr. 1057 1,1317 
,  Guanidinnitr. 1045 1,1188 
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Saure- Salzzusatz t t/t, 
konzentration re 
2. 0,02 n HCl A wae 1,2762 

(RSB) 0,03 n Ba(NOs). 773 1,1074 

to = 698 ” NaNO, 775 1,1 103 
Nichtelektrolyte. 

0,02 n HCl —_ 1232 1,3193 

0,03 n Rohrzucker 1239 1,3266 

to = 934 ,, Harnstoff 1225 1,3116 

»  Glykokoll 1106 1,1842 











Fir die Anionen ergibt sich, da8 der Hauptanteil der 
Unterschiede in der Reibungserniedrigung von Saureeiwei8 auf 
die verschiedenen Affinitaétskonstanten der im Salze vertretenen 
Sauren zu beziehen ist. Am starksten erniedrigen die Salze 
der schwachen Essig-, Ameisen- und Benzoesiure. Die relativ 
starke Erniedrigung durch das Chlorid, verglichen mit der 
Wirkung des Nitrates, erklirt sich ungezwungen durch die 
Dissociationsherabsetzung von Saureeiwei8 und Salzsaure infolge 
des gemeinsamen Chlorions. Damit wiirde auch stimmen, da8 
der Unterschied zwischen Chlorid und Nitrat bei schwachen 
Salz- und Saurekonzentrationen (0,01 n Tabelle V, 2) ver- 
schwindet. Hier folgt die Salzreihe in bezug auf die Reibungs- 
herabsetzung sehr gut der Abnahme der Séurestarke ihrer 
Anionen. Cl < NO, < SCN, < 80,<_C,H,O,. DaB aber be- 
sondere Umstainde auBerdem mitwirken kénnen, darauf weisen 
schon die Reibungskurven verschiedener SaureeiweiBe (Fig. 1) 
hin, deren Charakter nicht allein von der Starke der Sauren 
bestimmt wird. 

Der Austausch des Kations hat einen verhiltnismaBig ge- 
ringen Einflu8 auf die durch ein Salz bewirkte Viscositats- 
herabsetzung von Siureeiwei8. Ersatz des Natriums durch 
Barium oder Guanidin ist kaum merklich. 

Die iibrigens geringe Differenz zwischen salpetersaurem Harn- 
stoff und Natrium findet ungezwungen in der starken Hydro- 
lyse des ersteren ihre Erklarung. 

Von den nicht ionisierten Stoffen Rohrzucker und Harn- 
stoff wird die Reibung von Séureeiwei8 nicht merklich anders 
beeinfluBt als die von reinem Wasser. Glykokoll wirkt als 
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amphoterer Elektrolyt, indem es durch Bindung von Salzsaure 
die dem Eiwei8 zur Verfiigung stehende Saure einschrankt 
und dadurch die Reibung erniedrigt. 

Die durch Salzzusatz bewirkte starke Reibungsabnahme 
von SaureeiweiB, welche relativ um so betrichtlicher ist, je 
héher die Reibung des SaureeiweiBes, je gréBer also die Zahl 
der vorhandenen EiweiBionen ist, fiihrt zu der Vermutung, 
daB die Salzzugabe eine Verminderung der Zahl der EiweiB- 
ionen herbeifiihrt. Diese Auffassung findet eine Stiitze in der 
Anderung der elektrischen Leitfahigkeit von SaureeiweiB 
durch Salzzusatz. 

In der folgenden Tabelle sind die spezifischen Leitfahig- 
keiten von Siureeiwei8 und Siéureeiweif ++ Salzen enthalten und 
daneben die spezifischen Leitfahigkeiten der Salze in wisseriger 
Lésung aus den Werten von Kohlrausch berechnet. Die 
Reinheit und richtige Herstellung unserer Salzlésungen wurde 
durch Bestimmung ihrer elektrischen Leitfahigkeit kontrolliert. 
Wir fanden bei 25° C, unserer Versuchstemperatur, die Leitfihig- 
keit einer "/,,.-KBr-Lésung Kx», = 0,001418 und nach Kohl- 
rausch auf dieselbe Temperatur umgerechnet Kx», = 0,001 421. 
Fiir */,,9-Natriumnitrat wurde von uns Kyo, = 0,0011238 
gefunden, wahrend sich der Wert nach den Angaben von 
Kohlrausch auf Kyano, = 0,0011246 stellte. 


Die Tabelle enthalt nun neben den beobachteten Leit- 
fahigkeiten K, der SaureeiweiB-Salzmischungen, die aus der 
Summe von SaureeiweiB- und Salzleitfihigkeiten berechneten 
Werte K,’ und schlieBlich die Differenzen K;s’—Ks dieser be- 
rechneten und der tatsachlich gefundenen GroBen. 


Tabelle VI. 
Versuche mit Pferdeserum. 
0,01 n HCl+ Pfs + KBr 





Salz- K von KBr K K, | K,—K, 





konzentr. | in Wasser beobachtet |  berechnet 











0,00 n 0,0009317 
0,03 n 0,0041586 | 0,0044920 | 0,0050903 | 0,0005983(7) 
0,01 n 0,0014216  0,0020797  0,0023533 | 0,0002736 
0,001n | 0,0001505 | 0,0009830 | 0,0010822 | 0,0000992 
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0,01 n HCl-- PfS + NH,NO, 
Salz- K von NH,NO, ‘ &, K,'—K, 

konzentr. in Wasser beobachtet berechnet . 

0,00 n 0,000 931 7 

0,03 n 0,003 8847 0,004 3032 0,0048164 0,000 5132 

0,01 n 0,001 3432 0,001 9990 0,002 2749 0,000 2759 

0,001 n 0,000 1401 0,0009768 0,0010718 0,000 0950 

0,01 n HC] + PfS +- Ba(NO,). 

Salz- [Kvon Ba(NO,)o| + K, , _— ie 
konzentr. in Wasser - beobachtet berechnet K,’—K, 

0,00 n 0,0009317 

0,03 n 0,003 269 4 0,003 6848 0,00420108  0,0005163 

0,01 n 0,001 1748 0,001 8530 0,002 10648 0,000 2535 

: Versuche mit Rinderserum. 
0,016 n HCl + RS + NaNO, 

Salz- K von NaNQ, | K, fe K/—K, 
konzentr. in Wasser beobachtet berechnet 

0,00 n 0,002 489 

0,03 n 0,003 2624 0,005 255 0,005 751 0,000 497 

0,01 n 0,001 1246 0,003 386 0,003 614 0,000 228 

0,016 n HCl4+ RS -+- KBr 

Salz- K von KBr | v2 e 3 K,—K, 
konzentr. in Wasser | beobachtet berechnet Re 

0,00 n | 0,002489 

0,03 n 0,004 1586 0,006 1597 0,006 647 6 0,000 488 

0,01 n 0,001 4216 0,003 679 0,003 9106 0,000 232 

















Aus den Daten der Tabelle VI ist zu entnehmen, da8 
die bei der Mischung von Saureeiwei8 mit Salz gefundenen 
Leitfahigkeitswerte regelmaBig und betrichtlich unter jenen 
liegen, welche fiir den Fall, da8 keine Wechselwirkung zwischen 
den in einer SaureeiweiBlésung vorhandenen Ionen und den 
angefiigten Salzionen statthat, berechnet sind. Fiir die ge- 
wiahlten Salze starker Séuren und Alkalien, Kaliumbromid und 
Natriumnitrat, sind die K.’—Ks-Werte trotz der verschiedenen 
Leitfahigkeiten dieser Salze nahezu identisch. Der groBe Unter- 
schied zwischen berechneten und gefundenen Leitfaihigkeiten 
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von Saureeiwei8-Salzgemischen gestattet wohl die Annahme,') 
daB der Salzzusatz zum Siureeiwei® zu einer Verminderung 
der freien lonenzahl fiihrt, und die Ubereinstimmung der 
Ks’— Ks-Werte bei den verwendeten Salzen spricht dafiir, 
da8 diese Ionenverminderung unter den gewiahliten Versuchs- 
umstainden von der Natur des beniitzten Salzes unabhingig ist. 
Diese Feststellungen sind fiir die theoretische Behandlung der 
Salz-SaureeiweiB-Beziehungen von Wichtigkeit. 

Der Salzzusatz zu SaureeiweiB ist mit einer Vermehrung 
der freien Wasserstoffionen verbunden. Diese interessante 
Erscheinung wurde zuerst am Saureglobulin von W. B. Hardy?*) 
mittels Methylorange festgestellt. 


Wir haben dieselbe fiir unser wasserlésliches Serumeiwei8 
bei verschiedenen Konzentrationen der Saure und bei zahl- 
reichen Nevtralsalzen mit Hilfe verschiedener Indicatoren unter 
Anwendung der aufklirenden Untersuchungen von Frieden- 
thal*) und Salm‘) regelmaBig wiedergefunden. Von den ge- 
priiften Farbstoffindicatoren: Methylviolett, Tropaeolin 00, 
Congorot, Cochenille, Rosolsiure, Mauvein, Dimethylamidoazo- 
benzol, alizarinsulfonsaures Natrium, Methylorange und Gallein, 
waren nur die letzten drei verwendbar, darunter Gallein am 
wenigsten. Methylorange und namentlich alizarinsulfonsaures 
Natrium zeigen die durch Salzzusatz in Lésung von SaureeiweiB 
hervorgerufene Vermehrung der Saéuerung so deutlich, daB z. B. 
das letztere fiir einen Vorlesungsversuch geeignet ist. 

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick der Resultate. 
Samtliche Farbstoffe sind nach den Angaben von Salm be- 
reitet. In der Tabelle bedeutet M — Methylorange, A — alizarin- 
sulfonsaures Natrium. Kontrollversuche iiber die Reaktion 
wasseriger, neutraler und saurer Lésung sind iiberall beigefiigt. 


1) Die von M. Levi zuerst beobachtete, von A. Dumanski naher 
untersuchte Tatsache, daB Salze in konzentrierter Gelatine eine geringere 
Leitfaihigkeit zeigen als in Wasser, wird spiter im Zusammenhange mit 
der theoretischen Deutung unserer Befunde erértert. : 

2) Journ. of Physiol. 33, 201. 

3) Zeitschr. f. Elektrochem. 10, 114, 1904. 

*) Zeitschr. f. physik. Chem. 57, 471, 1906. 
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Tabelle VII. 

















: ___ _____ - a = i 
Wasserige Lésungen Serumhaltige Lésungen y 
ah ee a 
HCl- | Salz- HCl- | Salz- | 
Konz. konz. | Farbo Konz. | konz. | Farbe 
ee | eer ee 
7 0,02n| — | rosarot 0,02n  — | orangegelb 
NaBr M m 0,03 n a be 0,03 n | orangerot! 
NaBr 0,02n, — zeisiggriin | 0,02n | — _briunlichgelb 
“ - 0,03 n | ia . 0,03 n | gelb 
e03 0,02n — | _ rosarot 0,02 n — orangegelb 
NaNO, » |0,03n} " . 0,03n  orangerot 
002n  — rosarot 002n | — orangegelb 
NaCl M i 0,03 n < - 0,03n  orangerot | 
0,02n' — | _ rosarot 002n | — | orangegelb 
KBr M ‘a 0,03 n a a 0,03n orangerot 
0,02n — | rosarot 0,02 n — orangegelb 
NH,SCN] M » |0,03n | ‘ »  |0,03n orangerot 
0,02n| — |  rosarot 0,02n | — | orangegelb 
OM Si, (eel, » |0,03n orangerot 
Nal M 0,02n; — | rosarot 0,02n | —  orangegelb 
» |0,03n| gelbbraun es 0,03 n » Stich rot 
. 0,02n — | _ rosarot 0,02 n — | orangegelb 
NaSCN | M » |9,03n | ‘. »  |\0,03n  orangerot! 
0,0075 n) — rotbraun 
»  |9,01n gelblichgriin! 
z 0,005n — __ bordeaurot 
3) A »  |0,0ln  rotbraun! 
4 0,0025 n. — violett 
a »  |0,01n| krapprot 
0,00In| — rotviolett 
/0,01n himbeerrot 
-. 
+ M 0,02n, — |  rosarot 0,02 n —  orangegelb 
= » |0,03n| gelbbraun 2 0,03n strohgelb 
om a |902n| — | zeisiggriin | 0,02n | —  gelblichbraun 
4 »  0,03n | braunlichgelb “ 0,03 n weinrot 
S M 0,02n, — rosarot 0,02 n _ orangegelb 
8 “6 0,03n| gelbbraun A 0,03n strohgelb 
c a |902n; — zeisiggriin 0,02n  — _ gelblichbraun 
a » |0,03n m “ 0,03n  ~weinrot 











Die durch Salzzusatz zum Saéureeiwei8 bewirkte Vermehrung 
der freien H-Ionen laBt sich mit den angefiihrten Farbstoffen 
sehr sicher fiir Saurekonzentrationen von 0,02 n bis 0,001 n und 
Salzzusatze von 0,01 n bis 0,03 n nachweisen. Die Schwankung 
der H-Ionenkonzentration wiirde sich dabei nach der Salm- 
schen Tabelle im Bereiche von 10—° bis 10-* bewegen. Dafiir 























Untersuchungen iiber physik. Zustandsinderungen d. Kolloide. VIII. 353 


sprechen nicht nur diese positiven Indicatorversuche, sondern 
auch unsere negativen mit den iibrigen Farbstoffen, deren Um- 
schlag nicht in diesen Grenzen des H-Ionengehaltes gelegen ist. 

Die Versuche mit Acetat und Formiat zeigen, daB hier 
eine H-Ionenverminderung durch den Umsatz in elektrisch- 
neutrale Ameisen- und Essigsiéuremolekiile iiberwiegt. Die 
H-Ionenkonzentration bewegt sich dabei von 10—5 zu 10—°. 

Im folgenden soll die theoretische Vereinigung des ganzen 
Tatsachenmateriales mit einigen friiheren und neueren Be- 
obachtungen iiber physikalische Zustandsinderungen von Saure- 
eiwei8 versucht werden. 


Theoretischer Teil. 


Wie dies in friiheren Mitteilungen iiber die Zustands- 
anderungen der EiweiSkérper stets festgehalten wurde, la8t sich 
eine strenge Scheidewand zwischen einer mehr chemischen und 
einer physikalischen oder elektrochemischen Auffassung der 
Kolloidreaktionen nicht aufrichten. Die Verbindung elektrisch 
entgegengesetzter Kolloide bietet alle Uberginge zur Bildung 
elektrisch neutraler Salzteilchen aus den Ionen, und der Kolloid- 
transport im elektrischen Felde ist von der elektrolytischen 
Stromleitung im Wesen nicht unterschieden. Die Erkenntnis, 
da8 nur die GréB8e der geladenen Teilchen ein elektrisches 
Kolloid von einem Ion unterscheidet, ist von J. Billitzer*) 
angebahnt worden. 

Nachdem bei den EiweiBkérpern ein gréBeres Material von 
Beobachtungen iiber ihr physikalisches Verhalten und iiber ihre 
Gemeinsamkeiten und Gegensitze mit anderen Kolloiden ge- 
sammelt war, lag es nahe, mit der Theorie ihrer Zustands- 
ainderungen gleichzeitig Anschlu8 an die indessen gut fort- 
geschrittenen chemischen Erfahrungen auf diesem Gebiete zu 
suchen. 

Bei seiner grundlegenden Aufstellung des Begriffes ,,am- 
photerer Elektrolyt‘‘ hat Bredig*) zuerst (1899) ausgehend von 
Beobachtungen an einfachen Aminosduren die Proteinstoffe in 


1) Sitzungsber. d. Wien. Akad. 113, Abt. ITa. 
2) Zeitschr. f. Elektrochem. 1899, Nr.2.— K. Winkelblech, Zeitschr. 
f. physikal. Chem. 36, 546. 
Biochemische Zeitechrift Band 18. 23 











354 W. Pauli und H. Handovsky: 


die Klasse der amphoteren Elektrolyte eingereiht. Kurze Zeit 
darauf (1899) wurde von dem einen von uns (Pauli)') der 
Versuch gemacht, das Verhalten von Globulin gegen Neutral- 
salze aus seiner Fahigkeit zu erklaren, gleichzeitig mit positiven 
und negativen Ionen in Verbindung zu treten und auf die 
Analogie mit dem Verhalten einfacher Aminosaéuren hingewiesen, 
nachdem vorher Spiro’) in seiner bekannten Arbeit mit Pemsel 
eine quantitative Untersuchung der ,,Saure- und Basenkapazitat‘ 
der Eiwei8kérper erfolgreich ausgefiihrt hatte. In den letzten 
Jahren hat vor allem W. B. Hardy*) in seinen Studien am 
Globulin im AnschluB an die alteren Arbeiten von Sjéquist*) 
sowie Bugarsky und v. Liebermann®) unter Anwendung ge- 
eigneter physikalisch-chemischer Methoden die Bindung von 
Saéuren, Alkalien und Salzen an das Globulin genauer studiert 
und eine vornehmlich chemische Auffassung der gefundenen Tat- 
sachen in den Vordergrund gestellt. In einer Reihe von Unter- 
suchungen am Casein und Globulin hat sich Robertson’) in 
der gleichen Richtung bewegt. 

Es scheint nun auch nach unseren Untersuchungen, dab 
nicht nur die schon lange als chemisch betrachteten Be- 
ziehungen der EiweiSkérper zu den Séuren, Basen und Salzen, 
sondern auch gewisse als eigenartige kolloide Zustandsinderungen 
angesehene EiweiBreaktionen wie die Hitzekoagulation, Alkohol- 
fallbarkeit und die Quellungsvorginge bis zu einem gewissen 
Grade auch einer chemischen Betrachtungsweise zuganglich ge- 
macht werden kénnen. 

Zum besseren Uberblick der folgenden Bemerkungen sei nur 
vorausgeschickt, daB die Hauptunterschiede in den Zu- 
standsanderungen von Eiwei8, von den nur durch feine 
physikalisch-chemische Methoden in dessen Lésungen nachweis- 
baren Veranderungen angefangen bis einerseits zur irreversiblen 
Fallung und andererseits zum hydrolytischen Abbau desselben 
durch starke Saéuren und Basen, auf dem gegensatzlichen 


1) Pfliigers Archiv 78, 315. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 233. 

3) Journ. of Physiol. 33, 251. 

4) Skandinav. Arch. 5, 277; 6, 255, Zeitschr. f. klin. Med. 32, 451. 
5) Pfliigers Archiv 72, 51. 

6) Journ. of Biolog. Chem. 2, 317. — Journ. of physic. Chem. 12, 473. 
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Verhalten von elektrisch neutralem und von geladenem 
oder ionischem EiweiB beruhen. 

Eine mit groBter Sorgfalt dialysierte SerumeiweiBlésung 
enthalt fast nur elektrisch neutrale Teile, wie die Bestimmung 
der elektrischen Leitfihigkeit und die Untersuchung der elek- 
trischen Uberfiihrung zeigt (Pauli)'*). 

Da solches Eiwei8 zum iiberwiegenden Teile aus Mono- 
aminosaéuren besteht, so kann auch sein Zustand in der Lésung 
dem einfacher Monoaminoséuren dhnlich angesehen werden. 
Chemische und physikalisch-chemische Griinde sprechen dafiir, 
da8 letztere in Lésung fast nur aus elektrisch neutralen Teilen 
eines cyclischen Ammoniumsalzes bestehen diirften entprechend 


_NH 
dem Schema RK oh Nach den bisherigen Untersuchungen ist 


— abgesehen vom Wasser — ein strenger amphoterer Elektrolyt 
in dem Sinne, da seine Saure- (Ks) und Basendissoziations- 
konstanten (Ky) gleich waren, nicht bekannt geworden. Ins- 
besondere zeigen die von mehreren Autoren*®) untersuchten 
Monoaminoséuren eine gréBere Fahigkeit zur Ionisation von 
H-Ionen als von OH-Ionen. Ahnliches konnte vom EiweiS 
erwartet werden. Das Eiweif wird zu einem Teile unter Wasser- 
aufnahme nach dem Schema 

NH NH, 

RC | +HOSRY Son 

me ‘cOoH 
reagieren, und wenn nun fiir Eiweif wie fiir einfache Amino- 
siuren K, > Kp» gilt, dann wird, allerdings nur in sehr geringem 
MaBe, eine Dissoziation nach 


H H 
NH NH, 

Re *‘OHSSRK "OH +H: 
COOH coo, 


erfolgen. Es wird also neben den elektrisch neutralen Eiwei8- 
teilen eine kleine Anzahl von elektronegativen EiweiBionen 
gebildet. 

Schon die friiheren Untersuchungen ®*) iiber die elektrische 


1) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 7,531; Naturw. Rundsch. 21, 9. 

2) Vgl. die Zusammenstellung bei A. Kanitz,Centralbl. f. Physiol. 22, 

493 und H. Lundén, Amphotericelektrolytes, Mitteil. d. Nobelinstituts 1,11. 
23* 
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Wanderung von sorgfaltig dialysiertem Eiwei8 hatten trotz der 
Unvollkommenheit der Methodik gezeigt, daB letzte Spuren 
einer elektronegativen Ladung kaum zu beseitigen sind, die 
sich in einer verschiedenen Umladung und Repulsion in den Pol- 
gefaBen verrieten. Neuere Versuche von Landsteiner und 
Pauli mit einem eigenen,’) spater von L. Michaelis*) verwendeten 
Apparat zeigen, daB bei einer vollkommenen Versuchsanordnung 
eine schwache elektronegative Ladung selbst an einem sehr lange 
dialysierten Eiwei8 regelmaBig gefunden werden kann. LEiweiS 
kann also nur als praktisch elektrisch neutral betrachtet werden, 
insofern es zum allergréBten Teile aus neutralen und in einem 
verschwindenden Anteile aus geladenen Partikeln besteht. Durch 
diesen Nachweis bleiben alle in bezug auf die Stabilitat 
elektrisch neutraler Emulsionskolloide aus dem Verhalten von 
amphoterem EiweiB gezogenen Konsequenzen unberihrt, zumal 
sehr leicht die Spuren vorhandener negativer Ladung des 
EiweiBes ohne Stabilitétsinderung durch Zusiétze weiter ver- 
mindert werden kénnen. 

Die Reaktion von elektrisch neutralem Eiwei8 mit Saure 
unter Bildung elektropositiver Teilchen kann (z. B. fiir HCl) durch 
das Schema: 

H 
NH,~ NH,< . 
R< ‘OH + HC) —” R< ‘C1+ H,O 
COOH COOH 


dargestellt werden, wobei Dissoziation des EiweiSsalzes in 
RC me und Cl’ erfolgt. Nach den Erfahrungen am Siaure- 
‘COOH 
eiwei8 miissen wir nun diese elektropositiven Eiweifionen im 
Sinne von Abegg und Bodlander*) als Ionen besonders 
schwacher Elektroaffinitét oder geringer wahrer Haftintensitat 
ihrer elektrischen Ladung betrachten. Solche Ionen werden 
besonders leicht entladen und werden, wo es nur die Um- 
stinde gestatten, unter Entstehung gréBerer Komplexe oder 
von elektrisch neutralen Molekiilen reagieren. Sie werden also 


1) Verhdl. d. 25. Congr. f. inn. Med. 
2) Diese Zeitechr. 16, 81, 1909. 
) Zeitschr. f. anorgan. Chem. 20, 453. 
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eine starke hydrolytische Dissoziation zeigen, sobald auf andere 
Weise ihre Verminderung unter Bildung elektrisch neutraler 
Partikel nicht méglich ist, und werden ihre Neigung zur 
Komplexbildung unter anderem in einer starken Hydratation 
verraten. 

DaB die EiweiBionen die Trager der starken inneren 
Reibung sind, haben zuerst Laqueur und Sackur") bei den 
Alkalicaseinaten wahrscheinlich gemacht, und Hardy’) hat sich 
dieser Anschauung nach seinen Versuchen am Globulin ange- 
schlossen. Auch unsere Beobachtungen am SaureeiweiB stimmen 
widerspruchslos zu dieser Auffassung. Die Reibungserhéhung 
von SaureeiweiB erscheint uns als Folge der starken Hydratation 
der EiweiBionen, welche (neben der elektrischen Ladung) auch 
deren Widerstandsfahigkeit gegen dehydrierende Zustandsande- 
rungen (Alkohol- und Hitzekoagulation) bedingt. Jede Beseitigung 
der elektrischen Ladung der EiweiBteilchen wird zu ihrer 
Dehydratation fiihren. Bei sehr geringem Saéurezusatz (HCl-Kurve 
Fig. 1) werden durch die starke Hydrolyse des SaureeiweiBes 
viele EiweiBionen zu amphoterem Eiweif zuriickgebildet, mit 
wachsendem Séuregehalt wird die Hydrolyse zuriickgedrangt, 
die freien Eiwei8ionen werden vermehrt, und die Reibung wird 
zunichst ansteigen. Fortgesetzte Zugabe von Salzsiure iiber 
0,016 n wirkt nun durch das gemeinsame Cl-Ion unter Zuriick- 
drangung der Ionisation des EiweiSsalzes unter Bildung der 


lektrisch neutralen Teil T < ” Dehydra 
elektrisch neutralen Teile vom Typus ; ydratation, 
OH 


Absinken der inneren Reibung sowie Wiedereintreten der 
Alkoholfalibarkeit (Schorr) vom Saureeiwei8 sind die Folge. *) 

Der Gang der Reibungskurve fiir Salzsiureeiwei8 stimmt 
im wesentlichen mit dem beim Natriumcaseinat von Laqueur 
und Sackur festgestellten iiberein. Die anderen Séuren zeigen 
ein mehr oder weniger abweichendes Verhalten. Am einfachsten ver- 
standlich ist das von Oxal-, Citronen- und Essigsiure. Mit abneh- 


1) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 

2) Journ. of Physiol. 33. 

3) Bei weiterem Saurezusatz treten sowohl am ionischen Eiwei6 
wie am elektrisch neutralen Teil Verinderungen ein, die einerseits zum 
Abbau, andererseits zur irreversiblen Siurefillung fiihren, deren Be- 


sprechung gesondert erfolgen wird. 














358 W. Pauli und H. Handovsky: 


mender Dissoziationskonstante der verwendeten Saure wird—gleiche 
Ionisation des EiweiSsalzes vorausgesetzt —- dessen hydro- 
lytische Dissoziation zunehmen. Die Reibungskurve wird sich 
weniger steil erheben, das Maximum bei héherer Konzentration 
erreicht (Oxalséure). Wird schlieBlich die Saéure sehr schwach und 
die Hyrolyse demgem&B noch bedeutender, dann reicht der Saure- 
zusatz gar nicht zu ihrer vdélligen Zuriickdrangung aus und 
der Anstieg der Reibung wird noch mehr verlangsamt, das 
Maximum gar nicht erreicht werden (Citronen- und Essigsaure). 
Ein auffalliges Verhalten bieten Trichloressig- und Schwefelsdure. 
Bis "/,,.-Sauregehalt steigt hier die Reibung nahezu wie bei 
der Oxalsiure; dann folgt ein Abfall bis *"/,,, zu Werten, die 
nur wenig iiber den von amphoterem EiweiB liegen. Der dann 
bei Zusatz von Saure bis °"/,,, erfolgende Anstieg ist so ge- 
ring, daB er ungefaihr der zugefiigten Saure entspricht. Wir 
diirfen demnach vermuten, da8 trichloressigsaures und schwefel- 
saures Eiwei8 nur sehr wenig ionisiert sind und vorwiegend 
in Form von elektrisch neutralen Komplexen existieren. Diese 
Vermutung findet auch in anderweitigen Versuchen') eine 
Bekraftigung. 

In den Beziehungen zwischen Saéure und Eiwei8 kommen 
demnach neben der Starke der Séuren noch besondere Um- 
stinde in Betracht. Das zeigt sich deutlich, wenn zwei Saéuren 
um das Eiwei8 konkurrieren. Gleich konzentrierte Essigséure 
und Schwefelsiure geben in den untersuchten Konzentrationen 
nur eine geringe, in beiden Fallen wenig verschiedene Reibungs- 
vermehrung von Eiwei8. Kombiniert man jede dieser Séuren 
mit SalzséureeiweiB8 von hoher Viscositét, so wird aber das 
Ergebnis in beiden Fillen verschieden sein. Acetat- und 
Chlorideiwei8 sind nahezu gleich ionisiert. Wenn Salz- und 
Essigséure um Eiwei8 konkurrieren, so wird nach dem bekannten 
Verteilungsgesetz das Eiwei8 nach MaBgabe ihrer Affinititen 
auf die zwei Saéuren verteilt. Es wird also nur ein verschwin- 
dender Anteil auf die Essigsiure entfallen und diese wird bei 
der geniigenden Ionisation ihres EiweiBsalzes in der Reibung 
nur eine geringe Anderung hervorrufen. Wenn jedoch Salz- 


1) Alkoholfalibarkeit und elektrische Leitfahigkeit vonSaureproteinen, 
wortiber Herr K. Schorr berichten wird, 
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' und Schwefelséure um das Eiwei8 konkurrieren, so wird nicht 
nur infolge der staérkeren Affinitat der Schwefelsadure viel EiweiB 
auf diese entfallen, sondern dieser Anteil wird noch durch die 
Bildung der iiberwiegend elektrisch neutralen EiweiSsulfat- 
molekiile gesteigert. Dies wird sich in einem unverhiltnis- 
maBigen Riickgang der Reibung von Salzsiureeiwei8 durch 
Schwefelsiurezusatz ausdriicken. Die folgende Tabelle zeigt 
einige solche Versuche, die keines weiteren Kommentars bediirfen. 


Tabelle VIII. 


Kombination von Saiuren. (Serum A, B.) 


























Konzentration Konzentration der t t/t° 
von HCl zugesetzten Sauren 
0,02n 0,000n C,H,0, 1232 1,3190 
0,005a _—Ci,, 1228 1.3148 
tH,0 = 934 0,01n 1“ 1228 1,3148 
0,02n * 1228 1,3148 
A 0,03n ” 1229 1,3158 
0,03n 0,000n C,H,O, 1164 1,2463 
0,005a pet 1152 1,2334 
0,01 n po 1152 1,2334 
ot ll LE ge ms2_ | 1,234 
0,04n 0,000n C,H,0, 1125 1,2045 
0,005n si, 1118 1,1907 
eee ne Seneca et Se ee 
0,01n 0,00n H,SO, 861 1,2335 
tH,o=— 698 B 0,0ln ,, 790 1,1317 
0,02n 0,00n H,SO, 888 1,2762 
B 0.0ln ,, 786 1,1298 
ot yoo 


Ein ganz besonderes Interesse beanspruchen die Beziehungen 
von Saureeiwei8 zu Neutralsalzen. Die Neutralsalze vermindern 
regelmaBig die Reibung von Saureeiwei8 und zwar um so aus- 
giebiger, je hdher dieselbe ist. Den Angriffspunkt der Salz- 
wirkung bilden danach die EiweiBionen, deren Zahl eine Ver- 
minderung erfahren mu8. Diese Reaktion ist von groBer Emp- 
findlichkeit, sie ist im Reibungsmaximum (0,016n HCl) schon 
bei einem Gehalte von "/,5o0,-Alkalisalz gut nachweisbar. Sie 
geht stets mit einem Freiwerden von H-Ionen einher, was zuerst 
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von Hardy (l.c.) am Saureglobulin beobachtet worden ist. 
Unsere Auffassung dieser Erscheinung ist allerdings von der 
dieses Autors ginzlich verschieden. Hardy meinte, daB die 
Reaktion etwa nach dem Beispiel 


H Na 
R CliNaNO,—~ R< * Cl4+ HNO 
\cooH + oe ellen 


verlauft, wobei ein Wasserstoff am Stickstoff durch ein Metall- 
ion substituiert wiirde. Wir halten diese Annahme nicht fiir 
zutreffend und auf Grund der hier mitgeteilten und weiterer 
Versuche am Alkali- und Salzeiwei8 den Eintritt des Metall- 
ions an Stelle des Wasserstoffs der Carboxylgruppe 
fiir wahrscheinlicher. Wenn die Reaktion unserer Ansicht ge- 
m&éB nach dem Schema 
A<§ ig ee, tes 
R \c008 + NaNO, . > R \ODORe + HNO, 

angenommen wird, dann erklart sich nicht nur die Vermehrung 


freier H-Ionen, sondern auch die Bildung elektrisch neutraler 
Molekiile aus den EiweiBionen, die sowohl aus den Reibungs- 
versuchen, als auch mit voller Sicherheit aus den Leitfaihigkeits- 
bestimmungen hervorgeht. Diese elektrische Neutralisierung 
148t sich auf folgende Weise dem Verstaéndnis naher bringen. 
Wie bei Saéurezusatz das EiweiB unter Dissoziation des Saure- 
anions zur Bildung elektropositiver EiweiSionen veranlaBt wird, 
so kommt es bei Alkalizugabe durch Eintritt des Metallions 
in die Carboxylgruppe zu einer Art Salzbildung unter Ent- 
stehung elektronegativer Protein- und Dissoziation der positiven 
Metallionen. Wenn aber gleichzeitig starke Anionen und Kat- 
ionen mit dem Eiweif reagieren, dann werden sich die entgegen- 
gesetzten Ionisierungstendenzen fast vollstindig das Gleich- 
R /NH,C1 

\COONa 
zum gréBten Teile') in neutraler Form bestehen. Setzt man 

NH,S; 


. . . ; @ . 
zum Séureeiwei8 von der allgemeinen Form RK 0 OH ein 


1) Eine sehr kleine Partie wird entsprechend dem etwas verschie- 
denen Kg und Kp des EiweiBes nach der einen Richtung mehr ionisieren, 
wie sich aus noch unveréffentlichten Versuchen von Pauli und Brill 
ergibt. 


gewicht halten und die Molekiile vom Typus werden 
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Salz MeS;; dazu, so wird die Leitfahigkeitsainderung, abgesehen 
von der Dissoziation und den Ionenbeweglichkeiten von MeSj;, 


im negativen Sinne beeinfluBt durch die Entstehung der elek- 
/NH,S 


trisch neutralen Teile RX C00Me aus den Ionen des EiweiB- 


salzes, und im positiven durch den Ersatz der Me-Ionen des zu- 
gefiigten Neutralsalzes durch das weit leichter bewegliche H-Ion 
unter Bildung der Saure HSi;. Wahlt man das Anion des 
Metall- und des EiweiBsalzes so, da8 sowohl die anfianglich zu- 
gesetzte HS, als auch die sekundir gebildete HS, eine starke 
Saure ist, dann wird die Leitfahigkeitssteigerung durch Saure- 
bildung aus dem Salze MeSy immer den gleichen Wert aufweisen. 
Nimmt man das Kation Me des zugesetzten Salzes stets aus der 
Gruppe der stark elektroaffinen Metalle, dann wird auch die Bil- 
dung elektrisch-neutraler Teile aus dem Saureeiwei8 immer in 
dem gleichen AusmaBe erfolgen. Unter diesen Verhiltnissen 
muB8 die durch die Salzwechselwirkung mit SaéureeiweiS hervor- 
gebrachte Leitfahigkeitsinderung von der Beweglichkeit der Salz- 
ionen unabhangig sein und in der Tat bleiben die Differenzen der 
theoretisch berechneten und der tatsachlich beobachteten Leit- 
fahigkeiten K, — K’, (Tab. VI) fiir Salze ganz verschiedener 
Leitfaihigkeiten stets dieselben. Im Zusammenhange mit der 
von uns gefundenen relativen Leitfihigkeitsherabsetzung von 
Saureeiwei8 durch Salzzusatz wire zu erértern, ob es sich hier 
nicht um eine Leifahigkeitsverminderung durch Verkleinerung 
des Querschnittes des Elektrolyten seitens der EiweiBteilchen 
handelt, wie sie von A. Dumanski’) in seinen Versuchen an 
salzhaltigen Gelatinen zur Erkliarung der beobachteten bedeu- 
tenden Verminderung der Leitfahigkeit im Vergleiche mit kor- 
respondierenden wiasserigen Salzlésungen herangezogen wird. 
Die von Dumanski verwendeten Gallerten sind allerdings we- 
sentlich héher konzentriert (mindestens ca. 5°/,) als unsere 
(ca. 1 bis 1,5°/,igen) EiweiBlésungen. 

Wir haben jedoch, um ein direktes MaB fiir die ,,Quer- 
schnittsverringerung“ eines Elektrolyten in unserem Eiwei8 zu 
besitzen, die Leitfaihigkeit einer Salzlésung in demselben be- 
stimmt und mit der Leitfahigkeit fiir den Fall, daB das EiweiS 
einfluBlos oder durch Wasser ersetzt wire, verglichen. 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 60, 553. 
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1,05°/, Rinderserum -+- NaNO. 




















Salz K von NaNO, Ks K’s K’s — Kg 
konzentr.| in Wasser beobachtet berechnet - 
0,00n — 0,00006237 — — 
0,03n 0,0032624 0,0032227 0,0033248 0,0001021 








Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die durch Sub- 
stitution von Wasser durch unsere EiweiBlésung erzielte Leit- 
fahigkeitsabnahme von Neutralsalz, welche man zum Teil wenig- 
stens mit Dumanski auf die Querschnittseinschrankung des 
Elektrolyten durch die EiweiBteilchen beziehen kann, etwa den 
fiinften Teil der in unseren parallelen Siureeiwei8versuchen be- 
trigt. Nimmt man hinzu, da8 einerseits beim Salzeiwei8 in 
unserer Konzentration ein nicht unbetrachtlicher Teil des Salzes 
durch Bindung an das Protein der Elektrizitatsleitung entzogen 
wird und daB andererseits beim Saéureeiwei8 -++- Salz durch Frei- 
machen von Wasserstoffionen ein Teil der Leitungsabnahme 
paralysiert wird, dann wird der Unterschied in beiden Fallen 
noch schlagender. Durch die Bestimmung der elektrischen 
Leitfahigkeit in der Kombination von Séureeiwei8 und Neutral- 
salz scheint uns eine Bildung elektrisch neutraler Teilchen unter 
Verminderung ionischer erwiesen. 

Die miteinander verkniipfte elektrische Ladung und Hydra- 
tation der EiweiBteilchen werden zur Folge haben, daB die 
unter Dehydratation wirkenden Koagulationen durch Alkohol 
und Hitze gehemmt werden, was bekanntlich beim SaureeiweiB 
der Fall ist. Hingegen sind die infolge Salzzusatz zum Saure- 
eiweiB gebildeten elektrisch neutralen Teilchen durch Hitze und 
Alkohol koagulabel. So wurde beim Rinderserum (B) die in- 
folge des Séuregehaltes 0,01n HCl aufgehobene Koagulierbarkeit 
durch Alkohol (75°/,) bei einem Salzzusatze von 0,02n KNO, 
wieder erkennbar und bei demselben Serum und der Saure- 
konzentration 0,02n HCl ergab der gleiche Alkohol nach Zu- 
fiigung von 0,1n KNO, eine beginnende Tribung. 

Bei der genaueren Untersuchung der Hitzekoagulation von 
Saureeiwei8 konnte Pauli’) bereits friiher eine mit der obigen 
ibereinstimmende quantitative Beziehung zwischen Salzzusatz 


1) Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol, 10, 53, 1907. 
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und Bildung hitzekoagulabler Teilchen im Séureeiwei8 und auch 
eine analoge Deutung dieses Vorganges ableiten. Es ergab 
sich aus den Koagulationsversuchen mit Sicherheit, daB eine 
direkte Wechselwirkung von Salz und Siureeiwei8 stattfinden 
mu8, daB in der Kombination von Salz, Saéure und Eiwei8 die 
Erhéhung der Salzsiurekonzentration iiber 0,015 bis 0,02n keine 
weitere Steigerung der Koagulationstemperatur (Hemmung der 
Hitzegerinnung) bewirkte, ganz entsprechend dem Reibungs- 
versuche, welcher anzeigt, daB iiber diese Konzentration hinaus- 
gehende Ansiuerung mit HCl keine weitere Vermehrung der EiweiB- 
ionen veranlaBt. Andererseits fand sich, da8 Sa'zzusatz von 
0,2 an zum SaureeiweiB (0,02n HCl) den Koagulationspunkt 
nicht weiter erniedrigt, in guter Ubereinstimmung damit, daS 
von dieser Salzkonzentration ab die Reibung desselben Saure- 
eiweiBes keinen weiteren Abfall zeigt. Auch wird die Hohe 
der nun erreichten konstanten Koagulationstemperatur nur un- 
bedeutend variiert durch Verwendung verschiedener Alkalisalze, 
zusammenfallend mit der angefiihrten weiten Unabhangigkeit 
der Leitfahigkeitsinderung des SaureeiweiBes von der Natur 
des zugesetzten Alkalisalzes. Wo. Ostwald’) hat aus den er- 
wahnten Versuchen*) iiber Hitzekoagulation von Saureeiwei8 
den Einflu8 der Salzkonzentration auf die Gerinnungstemperatur 
mit guter Annaherung nach der bekannten Adsorptionsgleichung 
berechnen kénnen. Infolge der exakten Methodik und der 
groBeren Empfindlichkeit der Viscositaét sind die Beziehungen 
zwischen Neutralsalz und Saureeiwei8 aus den Reibungswerten 
viel genauer zu entnehmen wie aus der Anderung der Ge- 
rinnungstemperatur und es lag nach den Resultaten Wo. Ost- 
walds nahe, die Giltigkeit der Adsorptionsgleichung fiir die 
Viscositétsinderung von SaureeiweiB bei verschiedenen Salz- 
zusétzen zu prifen. Nimmt man als Ordinate die Logarithmen 
der Reibungserniedrigung, als Abszisse die Logarithmen der 
Salzkonzentration, so soll eine Gerade resultieren. Dies ist 
nun fiir héhere Salzkonzentrationen und die zugehérigen Reibungs- 
abnahmen der Fall, nicht aber fiir niedere (Fig. 3) und die Ab- 
weichung von der Geraden nimmt rasch mit sinkendem Salz- 
gehalt zu. Die Erklarung dafiir ist einfach genug. Die Gleichung 
1) Kolloidzeitechr. 2, 108, 138. 1908. 
2) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 53, 1907. 
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igc, = K +-nlge, gilt nur fiir die Konzentrationen des auf- 
genommenen (c,) und des in der Lésung verbliebenen (c,) Salzes 
nach Herstellung des Adsorptionsgleichgewichtes. Die Reibungs- 
abnahme kann wohl proportional dem Gehalte an adsorbiertem 
Salz bzw. Salzion angenommen werden, dagegen ist zwar die 
Konzentration des zum Sdureeiwei8 zugesetzten Salzes bekannt, 
nicht aber die in der Lésung nach der Aufnahme eines Teiles 
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des Salzes durch das Eiweif8 verbleibende Salzmenge. Da das 
Eiwei8 mit einer verhaltnismaBig geringen Salzmenge reagiert, 
so wird bei héherem Salzgehalt der Konzentrationsunterschied 
vor und nach der Salzbindung wenig ausmachen, daher ist hier 
die Gleichung der Geraden auch bei Verwendung der Anfangs- 
konzentrationen fiir C, erfiillt. Je weniger Salz zugesetzt wird, 
einen desto gréBeren Bruchteil desselben wird das Eiwei8 
binden und desto gréBer wird die Abweichung des tatsichlich 
kleineren Wertes der Salzkonzentration in der Lésung nach er- 
folgtem Adsorptionsgleichgewicht. Die Fig. 3 bringt diese Ver- 
hiltnisse zum Ausdruck. Unter der Voraussetzung, da8 die 
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Adsorptionsgleichung ebenso fiir die niederen wie fiir die hohen 
Salzkonzentrationen Geltung besitzt, lassen sich die tatsachlich 
vom EiweiB aufgenommenen Salzmengen aus der Differenz der 
gegebenen Anfangs- und berechneten Endkonzentration ableiten. 
Auf diese Weise sind z. B. die folgenden Werte gefunden worden. 








Tabelle IX. 
Salzbindung an Saureeiwei8 (0,01n HCl, Rinderserum C). 








Verwendete Salzmenge | Adsorbierte Salzmence | Restierende Salzmenge 














0,006 n 0,002699 0,003301 
0,004n 0,002546 0,001454 
0,002n 0,001932 0,000068 a 
0,0008n 0 000799 0,000001 it 











Aus dieser Tabelle wiirde hervorgehen, da8 eine ca. 1°/,ige 
EiweiB8lésung, welcher 0,01 n HCl zugesetzt wurde, aus einer 0,01 n 2 
Neutralsalzlésung gegen 0,003n Metallionen unter Bildung von : 
SalzeiweiB aufzunehmen vermag. Ein Versuch, diese Beziehung 
zu einem Riickschlusse auf das Molekulargewicht von Serum- : 
eiweiB zu verwerten, scheint uns zurzeit nicht angebracht. 

In den Ausfiihrungen dieser und auch der vorigen Ab- 
handlung wurde stets fiir die gefundene Form der Salzionen- 
bindung an Eiwei8 die Bezeichnung Adsorption gewahit. Mit 
Riicksicht auf die Erérterungen, zu welchen die Frage der Ad- 
sorption in der jiingsten Zeit wieder AnlaB gegeben hat, ist 
es wohl notwendig, bei der Anwendung dieses von verschiedenen 
Forschern verschieden weit gefaBten Begriffes den eigenen Stand- 
punkt, soweit es fiir unseren Fall notwendig ist, zu prazisieren. 
Wir sind mit H. Freundlich') der Anschauung, da8 fiir 
die Zuteilung einer Gruppe von Erscheinungen zu den Ad- " 
sorptionsvorgangen in erster Reihe das Zutreffen der bekannten E: 
Adsorptionsgleichung maBgebend bleiben mu8. Diejenigen Vor- ‘ 
ginge, bei welchen Oberflachenkrifte die Verteilung zwischen 
Solvens und Adsorbens bestimmen, bilden anscheinend nur 
einen Typus von Adsorptionsvorgingen, aber durch die Giiltig- : 
keit der Adsorptionsgleichung in verschiedenen Fallen ist un- 
seres Erachtens die Identitét der hier zugrunde liegenden Vor- a 






























1) Vgl. die letzte AuBerung in Kolloidzeitschr. 3, 212 anlaBlich des 
Artikels von Robertson, ebenda, 8. 49. 
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giinge ebensowenig festgelegt, wie etwa fiir die Natur der trei- 
benden Kriafte durch die formale Ubereinstimmung der Gesetze 
fiir Warme-, Diffusions- und Elektrizitaétsstrémung. Da8 ins- 
besondere chemische oder elektrochemische Reaktionen nach 
dem Typus der Adsorptionsverbindungen verlaufen kénnen, 
ist wiederholt, zuerst von Landsteiner'), betont worden. Der 
Wert und die Notwendigkeit einer Zusammenfassung der dem 
Adsorptionsgesetze folgenden Erscheinungen laBt sich auch an 
unseren Erfahrungen mit dem Eiwei8 demonstrieren. Fiir die 
Suspensionskolloide hat H. Freundlich’) aus den Fallungs- 
gesetzen abgeleitet, daB sie mit den Elektrolyten Adsorptions- 
verbindungen eingehen; fiir ein ,,Emulsionskolloid‘‘ (EiweiB) 
haben wir auf verschiedene Weise zeigen kénnen, daB dessen 
Bindungsvermégen fiir Salze dem Adsorptionsgesetze folgt. 
Ferner hat sich herausgestellt, daB Nichtelektrolyte, welche 
Suspensionskolloide bekanntlich nicht zu fallen verméyen, in 
einem weiten Konzentrationsbereich auch von EiweiSkérpern 
nicht merklich adsorbiert werden. Im wesentlichen liegen 
also in beiden Fallen die gleichen Beziehungen zu 
Elektrolyten und einer Gruppe von Nichtelektrolyten 
vor, und die Verschiedenheit ist nur in der Stabilitat 
der gebildeten Produkte gegeben. Es erscheint uns des- 
halb die bisher ganz unerwartete Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
daB das Studium der chemisch zuginglicher gewordenen Zu- 
standsinderungen der Proteine auch unsere Erkenntnis von den 
Reaktionen der Suspensionskolloide wesentlich erweitern wird. 

Soweit das Tatsachenmaterial vorliegt, ist die Giltigkeit 
der hier mitgeteilten Beobachtungen am Serumeiweif und der 
daran gekniipften theoretischen Betrachtungen auch fiir andere 
EiweiBkérper — wasserunldsliche (Casein, Globulin) und wasser- 
lésliche (Gelatine) — anzunehmen. Insbesondere dem Verhalten 
der Gelatine kommt mit Riicksicht auf die Quellungserschei- 
nungen ein groBes Interesse zu. 

Wihrend eine Reihe von Forschern (Biitschli, Hardy) 
die Anschauung vertreten, daB das Festwerden einer Gelatine 
mit der Ausbildung einer eigentiimlichen Struktur — Waben- 
oder Kammergeriist —- zusammenhiange, wird diese von zahl- 


1) Vgl. Kolloidzeitschr. 3, 221, daselbst Literatur. 
2) Kolloidzeitschr. 1, Heft 11. 
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reichen Chemikern und Biologen angenommene Lehre von Pauli 
auf das entschiedenste bekimpft. Nach diesem Autor bestiinde 
nur ein gradueller Unterschied in der Wasserbindung zwischen 
einer festen und fliissigen Gallerte, und alle Schaumstrukturen 
.wiirden als Gerinnungs- oder Eintrocknungsprodukte zu _be- 
trachten sein. Eine Gallerte wiirde demnach nur einem dicken 
Sol entsprechen und durch alle Zwischenstufen mit einem 
fliissigen Eiwei8sol verbunden sein. — In neueren Versuchen 
von W. Menz’) aus dem Institute Zsigmondys ist auch durch 
ultramikroskopische Untersuchung der stete Ubergang zwischen 
fliissiger und fester Gelatine mit Sicherheit erwiesen worden.') 
Ein Schaumstruktur kam nicht zur Beobachtung. Die gefundene 
Vermehrung von Ultramikronen mit der Verfestigung von Ge- 
latine ist nicht erst an das Festwerden gekniipft, sondern ist 
eine Léslichkeitsinderung durch Abkiihlung und auch bei nicht 
erstarrenden Gallerten vorhanden. An Stelle von Menz méchten 
wir deshalb ausdriicklich hervorheben, daB seine Befunde mit den 
Annahmen von Biitschli und Hardy iiber Gallertstruktur 
nichts gemein haben. Nach der Auffassung der Geiatine als 
einem festen Sol ohne eigenartige Struktur ware auch eine volle 
Ubereinstimmung zwischen dem Verhalten von unserem Siure- 
eiwei8 mit fliissiger oder fester Sauregelatine zu erwarten. Eine 
solche besteht in der Tat auf der ganzen Linie. 

Die Steigerung der Viscositaét von fliissiger Gelatine durch 
Saéure wurde von Schréder*) nachgewiesen. Er fand, da die 
Viscositat dabei durch ein Maximum ging (bei ca. 0,015 n HCl), 
um hierauf abzufallen. Die Ubereinstimmung seiner Reibungs- 
kurve einer Salzséuregelatine mit der unseres SerumeiweifSes 
ist auffallend, und es kann keinem Zweifel unterliegen, da8 dieser 
Gang der Reibung auch bei der Gelatine aus der Zuriickdrangung 
der Hydrolyse und spater der elektrolytischen Dissoziation des 
EiweiBsalzes im Sinne von Laqueur und Sackur abzuleiten 

1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 66, 129. Die Bemerkungen in dieser 
Arbeit, welche die Ansichten Paulis als gegen einen heterogenen Aufbau 
einer Leimgallerte in dem Sinne, wie ihn alle EiweiBsole besitzen, ge- 
richtet auffassen, beruhen auf einem MiBversténdnis. Die Gegnerschaft 
Paulis bezog sich stets auf die in der nativen Gallerte supponierte 
mikroskopische Wabenstruktur. Vgl. Naturwiss. Rundschau 1902, 


Nr. 25, 26, 27 (Aus der Zeit vor Erfindung des Ultramikroskops). 
2) Zeitschr. f. physikal. Chem. 45, 106. 
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ist und nicht aus einer von Schréder auch fiir so niedere Saure- 
konzentrationen und Temperaturen angenommenen verseifenden 
(peptisierenden) H-Ionenwirkung. Wir haben oben die Reibungs- 
zunahme von Saéureeiwei8 auf die starke Hydratation der EiweiB- 
jionen bezogen, und da unseres Erachtens ein prinzipieller Unter- 
schied zwischen Hydratation und Quellung hier nicht besteht, 
so kann auch von einer vermehrten Quellung der geladenen 
EiweiBteilchen gesprochen werden. Ist ein Sol fest, so wird 
sich die Ionisation seiner Teilchen durch Séurezusatz in einer 
machtigen Quellungszunahme ausdriicken. Diese Quellungs- 
zunahme haben fiir Saéuregelatine Spiro’) und Wo. Ostwald*) 
unabhangig durch Wagungsversuche nachgewiesen. Die quanti- 
tative Untersuchung der Erscheinung durch letzteren Autor 
ergab einen vollstandigen Parallelismus zwischen der Quellungs- 
kurve und der von Schréder ermittelten Reibungskurve von 
Sauregelatine. Die starke Hydratation der EiweiBionen mu8 
sich, wenn die Gelatine von einer kolloidimpermeablen Membran 
(z. B. Celloidin) umgeben ist, in einem machtigen Wasseranziehungs- 
vermégen fuBern. In seiner ergebnisreichen Arbeit iiber den 
Einflu8 der Elektrolyte auf den osmotischen Druck von Kolloid 
lésungen konnte R. S. Lillie*) ein miachtiges Ansteigen des 
Druckes mit seinem einfachen und zweckmaéBigen Osmometer 
nachweisen, sobald Gelatine mit Saiure versetzt wurde. Mit 
zunehmendem Séuregehalt wuchs dieser Druck anfangs rasch, 
spiter langsamer. Leider iiberschreiten die mitgeteilten Saure- 
gelatineversuche nicht die Konzentration 0,003 n, so da8 der nach 
unseren Versuchen am SerumeiweiB sicher zu erwartende Umschlag 
in eine Abnahme des Druckes im Osmometer bei wachsendem 
Sauregehalt nicht mehr zur Beobachtung kam. Die Druck- 
steigerung der Sauregelatine (von 6,2 bis 33,2 mm Hg) bezieht 
Lillie auf eine feinere Zerteilung der Kolloidpartikel durch 
den Saéurezusatz und die daraus folgende Oberflachenvermehrung. 
Es kann jedoch keinem Zweifel unterliegen, daB die von Lillie 
beobachtete betriachtliche Druckvermehrung in ihrem Wesen mit 
der von uns an Eiweifionen beobachteten starken Hydratation 
identisch ist. Wir méchten uns deshalb im Gegensatze zu 


1) Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 276, 1904. 
2) Pfliigers Archiv 108, 563. 
3) Americ. Journ. of Physiol. 20, 127. 
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diesem Forscher fiir eine strenge Scheidung dieser Art Wasser- 
bindung von der beim osmotischen Druck auftretenden aus- 
sprechen, welcher durch die Analogie mit den Gasgesetzen scharf 
charakterisiert ist. In diesem Sinne kénnen Lillies interessante 
Beobachtungen nicht als osmotische Druckbestimmungen an 
Kolloiden einheitlich zusammengefaBt werden. 

Auch fiir den Parallelismus zwischen Neutralsalzwirkung 
auf fliissige und feste Sauregelatine und auf unser EiweiB, die 
wir als eine mit einer Dehydratation verbundene elektrische Neu- 
tralisierung der EiweiBionen betrachten, liegen bereits beweisende 
gelegentliche Versuche in der Literatur vor. So fand W. Frey’), 
da8 die Viscositat von Sauregelatine durch Neutralsalze stark 
herabgesetzt wird, und Procter*) fand das entsprechende Kor- 
relat in Quellungsversuchen von Sauregelatine, deren Quellung 
durch zugesetzte Neutralsalze kraftig vermindert wird. W. Frey 
gibt seine wenigen aber sicheren Beobachtungen ohne Erklarung, 
wahrend bei Procter, soweit wir sehen konnten, einige all- 
gemeine aber nicht klare Bemerkungen iiber die Bedeutung des 
Chlorions fiir die Quellung der HCl-Gelatine angefiihrt werden. 
Die Zugehérigkeit aller dieser Beobachtungen zu dem von uns 
oben dargestellten Verhalten von Saureeiwei8 scheint uns auBer 
Frage zu stehen. Wir haben diese Versuche iiberdies noch 
erginzt durch Bestimmungen der elektrischen Leitfaihigkeit von 
Sauresalzgelatine, durch den Nachweis einer Vermehrung der 
freien H-Ionen und des Wiederauftretens der Alkoholfallbarkeit 
von Sauregelatine bei Salzzusatz. 

Die folgende Tabelle X zeigt, daB dieselben GesetzmaBig- 
keiten fiir die Leitfahigkeitsinderung von Séureglutin durch 
Salzzugabe Geltung haben, wie sie oben beim Séureserum fest- 
gestellt worden sind. Als Versuchsmaterial wurde eine durch 
5 Tage in destilliertem Wasser gewaschene feine Handelsgelatine 
verwendet, deren Aschengehalt in 100g 1,5°/,iger Losung auf 
0,002 g gesunken war. In 0,35°/,iger Lésung betrug ihre elek- 
trische Leitfaihigkeit 3,69-10—°. 

1) The Transvaal medical journal, August 1908 (Sep.). 

2) Kolloidchemie (Vortrag in der British Association for the advance- 


ment of science, 1908); nur im Referate zugiinglich. Kolloidzeitschr. 3, 307. 
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Tabelle X. 





Saiz. | 


konzentr. 


1. 0,35°/, Gelatine + 0,01n HCl + NaN. 


K von NaN O; | 


in Wasser 





0,00 n 
0,03 n 
0,0ln 


0,003 2624 | 
0,0011246 | 


K we 3 





beobachtet berechnet 


0,002 7998 
0,005 8033 
0,003 8042 


2. 0,35°/, Gelatine -+- 0,01 HCl +- KBr. 


0,000 258 9 
0,000 1202 





Salz- 
konzentr. 
0,00 n 
0,03 n 
0,0ln 


K von KBr 
in Wasser 


0,0041586 | 
0,0014216 | 


K, 
| beobachtet 


0,002 799 8 


} , 
' 


0,006 7009 0,006 9584 
0,0041001 | 0,0042214 


K, 
berechnet | 


K,’ — K, 


0,000 257 5 
0,000 1213 





Salz- 
konzentr. 


3. 0,35°/, Gelatine +- NaNO . 


K von NaNO, 
in Wasser 


r | , 


K, 
beobachtet | berechnet | 





0,00n 
0,03 n 





0,003 2624 | 


0,0000369 ey 
0,0032702 | 0,0032993 


0,000 029 1 


Auch bei der Sauregelatine liegt die elektrische Leitfahig- 
keit nach Salzzusatz regelmaBig betrachtlich unter der berech- 
neten, und ebenso ist hier die Differenz (K,’— Kg) fiir ver- 
schiedene Salze starker Séuren nahe die gleiche. 

Da8 auch hier nicht eine Querschnittsverminderung im 
Sinne von Dumanski (Il. c.) die Herabsetzung der Leitfahigkeit 
in Gelatine gegeniiber der wasserigen Lésung bedingt, zeigt der 
Versuch (Tabelle X, 3) mit Gelatine und Salz, bei dem der 
Wert von K,’— Kg nur den achten Teil des korrespondierenden 
Wertes bei Saéuregelatine erreicht. 

Bei der Sauregelatine erfolgt gleichfalls durch Neutralsalz- 
zusatz der Eintritt des Metallions in die Aminosdéure unter Heraus- 
dringen von Wasserstoffionen, wie uns Versuche mit Farbstoff- 
indicatoren beweisen. So zeigt Mau veinin mit 0,01 n und 0,02n HCl 
versetzter Gelatine (3,5°/,) bei Zufiigung von KNO, (0,3 —0,4n) 
einen deutlichen Umschlag im Sinne einer Aciditatssteigerung an. 

SchlieBlich konnte auch durch das Wiederauftreten der Alkohol- 
fallbarkeit in Séuregelatine die Bildung der elektrisch neutralen 
dehydratierten Teilchen nach Salzzugabe bekraftigt werden. 
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Unsere reine Gelatine (3,5°/)) gibt mit 0,01n HCl nach Alkohol- 
zusatz (75°/,) eine zarte Opalescenz, mit 0,02n HCl eine klare Mischung, 
durch Zugabe von 0,3 bis 0,4n KNO, kommt es zu einer vollstindigen 
feinfaserigen Ausflockung des Glutins aus diesen sauren Lésungen bei 
Alkoholzusatz. Das Wiederauftreten der Alkoholfillbarkeit ist schon be 
viel tieferem Salzgehalt nachzuweisen. 


Somit besteht eine sehr vollkommene Analogie zwischen 
gallertartigen und fliissigen EiweiBsolen hinsichtlich jener physi- 
kalisch-chemischen Zustandsinderungen, welche durch Saure- 
zusatz hervorgerufen werden. 

Durch die Untersuchungen iiber das Verhalten von EiweiB bei 
Alkalizugabe und bei reinem Salzzusatz, welche Gegenstand der 
unmittelbar folgenden Mitteilungen sein werden, haben die hier 
angefiihrten Beobachtungen und Erérterungen eine wichtige Aus- 
dehnung und Ergianzung erfahren und es darf angenommen werden, 
daB denselben einige Bedeutung fiir unser scharferes Verstaindnis 
jener Rolle zukommen diirfte, welche die Elektrolyte bei der 
Wasserbindung in den Zellen und Geweben des Organismus spielen. 

In der Tat sind in jiingster Zeit von M. H. Fischer’) 
bemerkenswerte Untersuchungen iiber Quellung und Ent- 
quellung ganzer Organe (Muskeln, Augen) unter dem Einflusse 
von Saéuren und Alkalien und ihrer Kombination mit Salzen 
verOffentlicht worden, welche vollstandig unseren Beobachtungen 
am EiweiB entsprechen und ohne Zweifel in der gleichen Weise 
theoretisch zu betrachten sind. M. H. Fischer hat nach- 
gewiesen, daB durch Zusatz von Basen oder Siuren michtige 
Organschwellungen entstehen, welche durch Hinzufiigung von 
Neutralsalzen, nicht aber von Nichtelektrolyten zur Riickbildung 
gebracht werden kénnen. Ein gleiches Verhalten konnte am 
Fibrin von diesem Autor*) nachgewiesen werden. 

Durch die Versuche an EiweiBkérpern und Organen wird 
die Wichtigkeit des von den Elektrolyten modifizierbaren Zu- 
standes der Biokolloide fiir die Regulierung des Wassergehaltes 
der Gewebe immer mehr in den Vordergrund geriickt und es 
ist in hohem MaBe wahrscheinlich, daB diese Verhaltnisse, wie 
dies schon von M. H. Fischer versucht worden ist, auch fiir 
pathologische Prozesse in Riicksicht gezogen werden miissen. 
2) Pfliigers Archiv 124, 69; 125, 396; 127, 1. 

2) Pfliigers Archiv 125, 99. 





Hydrolyse der Meerleuchtinfusorien der Nordsee 
(Noctiluca miliaris). 


Von 
0. Emmerling. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Mai 1909.) 


Uber die Eiwei®korper einzelliger Organismen wissen wir 
noch verhiltnismaBig wenig, selbst die so leicht in beliebiger 
Menge zugiingliche Hefe macht darin keine Ausnahme. Andere 


Mikroben in gréBerer Menge zu erhalten, ist mit Schwierigkeiten 
verkniipft. Es war mir daher erfreulich und erwiinscht, da8 
ich durch Vermittelung der Ko6nigl. biologischen Station auf 
Helgoland im Sommer vorigen Jahres in den Besitz einer ge- 
niigenden Menge der das Meeresleuchten in unseren nordischen 
Gewissern hervorrufenden Noctiluca miliaris gelangte, welche 
im Juli und August dort in groBen Massen auftritt. 

Der Inhalt mehrerer Ballons, welche mir zugesandt wurden, 
bestand aus Meereswasser, auf dessen Oberfliche die Infusorien 
als dicker Brei schwammen. Zur Konservierung war reichlich 
Toluol zugesetzt worden, welches die Organismen durchaus 
frisch erhalten hatte; es war nicht der geringste Faulnisgeruch 
bemerkbar, und mikroskopisch erschienen die zu den Flagellaten 
gehérenden Infusorien vdllig intakt. 

Das Meerwasser wurde zunichst durch Abheben entfernt, 
der Infusorienbrei mit reichlich Alkohol gemischt, auf Filtern 
gesammelt und mit Alkohol und Ather ausgewaschen. Nach 
dem Trocknen auf Tontellern bei gewdéhnlicher Temperatur 
wurde zerrieben, im Vakuum iiber Schwefelsiure védllig ge- 
trocknet und mittels Ather heiS extrahiert. Dadurch konnte 
eine salbenartige Masse mit den Reaktionen des Cholesterins 
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entfernt werden. Die nunmehr grauschwarze Masse betrug 
125 g, zeigte die Millonsche und Biuretreaktion sehr schén, 
ergab einen Aschengehalt von 8,7°/, und enthielt 7,07°/, Stick- 
stoff, berechnet auf aschefreie Substanz 7,74°/,. Die Haupt- 
menge der Asche bestand aus fein zerriebenen Gesteinstriimmern, 
wie sie das Meer in der Nahe Helgolands erfiillen, und war auBer- 
dem reich an Phosphorsiure. Zu der Hydrolyse wurden 109,5 g, 
entsprechend 100 g aschefreier Substanz, verwendet. Die Hydro- 
lyse erfolgte durch 20stiindiges Kochen mit verdiinnter (25°/,) 
Schwefelsdure am RiickfluBkihler. Bis auf eine sehr geringe 
Menge einer schmierigen Substanz war alles zu einer braunen 
Flissigkeit gelést. 

Nach gehériger Verdiinnung wurde mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt. Die bekannte Methode der Verarbeitung des 
Niederschlags auf Diaminoséuren soll hier nicht iberfliissiger- 
weise beschrieben werden, ebenso werde ich mich beziiglich der 
Isolierung der Monoaminoséuren auf die in den letzten Jahren 
so vielfach beschriebenen Arbeitsweisen beziehen diirfen. Eine 
ausfiihrliche Beschreibung findet man in C. Oppenheimers 
Biochemie von Abderhalden zusammengestellt. 


Es wurden gefunden und durch Analyse festgestellt: 


Lysin . . . 0,2120 
Arginin . . 1,6492 
Histidin . . 3,4762 


Das Filtrat vom Phosphorwolframsiureniederschlag wurde 
mittels Baryt vom Uberschu$ dieser Siure, dann vom Baryt 
quantitativ durch Schwefelsiure befreit und auf ein geringes 
Volum im Vakuum verdampft. Nach mehreren Tagen war eine 
Menge von 0,5271 g Rohtyrosin auskrystallisiert. In be- 
kannter Weise wurde die vom Tyrosin getrennte Mutterlauge 
zum Sirup konzentriert, mit Alkohol und gasférmiger Salz- 
siure behandelt, mit Glykokollesterchlorhydrat geimpft, wo- 
durch die ganze Masse zum Erstarren gebracht wurde. Die 
Menge des Glykokollesterchlorhydrats betrug im Rohzustande 
28,06 g. 

Durch Ausziehen der Ester und Fraktionieren im Vakuum 
zunachst bei 12mm Druck im Wasserbad, dann bei 0,3 bis 
0,4 mm im Olbad bis 180° wurden isoliert: 
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Glykokollesterchlorhydrat . . . 1,5g 

Bose i os ee we oe 8 cs ER 

Ss Ss Si ew ae ee 

Pe Ss ee se es aoe «@ OR 

Asparaginsiure . . . 017 ¢g 

Doch geben diese Zahlen aur emma da eine 
véllige Trennung nicht méglich war. AuSerdem verbiieb beim 
Destillieren der Ester eine nicht unbetrichtliche Menge Riickstand. 
Die Resultate der Hydrolyse, bei der auch wegen der ge- 

ringen Menge der zur Verfiigung stehenden Substanz auf 
schwefelhaltige Substituenten keine Riicksicht gnommen werden 
konnte, sind demnach folgende: 100 g der aschefreien Substanz 
mit 7,74 g Stickstoff lieferten 

Lysin . . . 0,212 mit 0,040g N 

Arginin . . 1,6492 ,, 0,482, 

Histidin . . 3,4762 0,938 ,, 

Tyrosin . . 0,5271 0,041 ,, 

Glykokoll . . 15,90 2,956 ,, 

Alanin. . . 2,40 0,378 ,, 

Leucin - . 042 0,044 ,, 

Prolin . . . 4,60 0,556 ,, 

Asparaginsiure 0,17 ,, 0,020,, 

Summa 5,405 g | 





Es waren demnach in den Spaltungsprodukten ca. 71°/, 
des Stickstofis wiedergefunden. 











Untersuchungen iiber den Blutzucker. VI. 


Von 
L. Michaelis und P. Rona. 


Uber die Verteilung des Zuckers im Blute bei Hyperglykamie. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des stadt. Krankenhauses am 
Urban, Berlin). 


(Eingegangen am 4. Mai 1909.) 


Wie wir in unserer letzten Mitteilung’) nachgewiesen haben, 
enthalten die Blutkorperchen des Hundes, entgegen der gang- 
baren Anschauung, nennenswerte Mengen von Traubenzucker. 
Es gelang uns, diesen in den Blutkérperchen direkt zu bestimmen. 
Aber schon aus der blofen Zusammenstellung des Zuckergehaltes 
des Plasmas und des Gesamtblutes ergibt sich deutlich, daB 
die Blutkérperchen nicht unbeteiligt an dem Zuckergehalt sein 
kénnen. Dies zeigt die folgende Tabelle, in welcher auch die 
in der vorigen Mitteilung erwahnten acht Faille mit verwertet sind. 

Wie ausden Zahlen ersichtlich ist, ist die Ungleichheit zwischen 
dem Zuckergehalt des Plasmas und dem des Gesamtblutes in 
den meisten Fallen (etwa */, der Fille) eine die Fehlerquellen der 
Methodik nicht, bzw. nicht mit voller Sicherheit iiberschreitende, in 
zwei Fallen (Hund 6 und 19) iibersteigt sogar der Zuckergehalt des 
Gesamtblutes den des Plasmas.*) In anderen Fallen (vgl. Hund 9, 


1) Diese Zeitschr. 16, 60, 1909. 

2) Denselben Befund konnte kiirzlich auch A. Hollinger, diese 
Zeitschr. 17, 1, 1909, mit anderer Methodik und unabhiangig von uns 
erheben. Es ist fraglich, ob man berechtigt ist, das Gesamtvolumen der 
Blutkérperchen fiir die Lésung des Zuckers in Betracht zu ziehen. Spielt 
nur das Wasser in den Blutkérperchen die Rolle des Lésungsmittels, so 
miiBte das Volumen der ,,festen Geriistsubstanz“ von dem des Gesamt- 
blutes abgezogen werden. Dadurch wiirde die Zuckerkonzentration im 
Gesamtblute héher als die oben berechnete sein, und die Ubereinstimmung 
mit dem Zuckergehalt des Plasmas wire noch gréBer. 
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11, 13, 17) ist die Differenz jedoch sicher gréBer, insofern 
namlich die in sich gut stimmenden Doppelanalysen von Blut 
und Plasma sich um etwas mehr als 20°/, unterscheiden, 
wahrend der relative Fehler unserer Methode, nach der Uber- 
einstimmung der Doppelanalysen zu urteilen, nur in wenigen, 
den ungiinstigsten Fallen an 10°/, heranreicht. Dies weist 
entschieden auf eine selbstaéndige Rolle der Blutkérperchen in 
Hinblick auf ihren Zuckergehalt. Diese Frage ist von prin- 
zipieller Bedeutung. Ihre Lésung schien uns zunachst am 
ehesten durch das Studium derjenigen Zustinde méglich zu 
sein, bei denen ein die physiologischen Grenzen bedeutend iiber- 
steigender Zuckergehalt im Blute vorhanden ist. Die Verteilung 
des Zuckers auf Plasma und auf Gesamtblut muBte bei diesen 
Schwankungen AufschluB iiber das Verhalten der Blutkérperchen 


bei Anderung des Zuckergehaltes in ihrer Umgebung geben. 





Zuckergehalt 


ae 
Blutplasmas 
in 100 ccm 


Hund 1 
Hund 2 
Hund 3 
Hund 4 
Hund 5 
Hund 6 
Hund 7 
Hund 8 
Hund 9 


Hund 10 





Mittel 


0,186) 
0,178) 


0,196) 
0.2055 0 


0,169) 
0,171) 


0,186) 
0,1735 
0,284) 

0.2795 


0,179) 
0,175) 


0,115) 
0,1165 
0,125) 
0,1205 


0,182 
200 
0,170 
0,180 
, 282 
0,177 
0,115 
0,122 
0,254 0.254 


0,207) » one 
0,207) 0207 


0,1065 


Zuckergehalt 
des 
Gesamtblutes 
in 100 ecm 


Mittel 


0,169) 
0,164) 


0,170) 
0,1845 


0,154) 
0,1545 


0,168) 
0,185) 


0,166 
0,177 
0,154 


0,176 
0,223)  « 
0,216} 9220 


0,193) 
0,1985 


0,103) 9 onc 
0.0945 2998 


0,108) 


0,195 


0,107 


0,191 0,191 


0,163) 


0.1745 0,168 








Zuckergehalt 


es 
Blutplasmas 


in 
Hund 11 
Hund 12 
Hund 13 
Hund 14 
Hund 15 
Hund 16 
Hund 17 
Hund 18 
Hund 19 


Hund 20 





100 ccm 

Mittel 
0,215) 
0,2118 
0,157) 
0,1585 
0,253) 
0,2655 
0,141, 
0,1545 


0,162) 

0,150 ©156 
0,204 
0,2075 
0,251) 
0,267 5 


0,151) 
OSI) 0,151 


0,213 


0,157 


0,259 


0,147 


0,205 


0,259 


0,137 


0,225 


Zuckergehalt 
es 
Gesamtblutes 
in 100 ecm 


Mittel 


0,156) 9 y=4 
0.1575 9157 


0,136) 
0,1305 


0,200) 
0,1925 


0,152) 
0,1405 


0,151, 
0,140/ 


0,171) 
0.1705 9170 


0,200) 
0,1955 
0,125) 
0,1105 


0,133 


0,196 


0,146 


0,146 


0,197 


0,117 


0,158 


0,188 
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Wir untersuchten zunichst einige Fille von Diabetes melli- 
tus beim Menschen, Die Methode war dieselbe wie in der vor- 
herigen Mitteilung. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 
wiedergegeben. ’ 





Zuckergehalt 
in den Blut- 
kérperchen 
“fo "lo iii, lal 
0,314 0,332 
0,306 0,339 
0,311 0,290) 
10,314 0,2825 
0,250 0,215 
0,261 | 0,226 
f0,317 0,256) 
10,310 0,2475 
40,191 0,200 
Spuren 0,201 0217 


’ Seit Wochen 0,179 0,161 


zuckertfrei 


im Harn’ im Plasma im Blut 


0,190 


0,183 





1 





K. 6 0,262 0,246 
0,246 0,227) 
0,239 02255 
a ee 

Aus den mitgeteilten Fallen lit sich bereits der Schlu8 
ziehen, daB bei der Erhéhung des Blutzuckergehaltes Plasma und 
Blutkérperchen einigerma8en gleichmaBig in Mitleiden- 
schaft gezogen werden. Dies zeigt die nahe Ubereinstimmung 
der Zuckerwerte des Plasmas und des Gesamtblutes; nur im 
Falle R. ist die Differenz nennenswert, hingegen im Falle B. 
ist der Zuckergehalt des Gesamtblutes noch gréBer als der des 
Plasmas.') Die direkte Bestimmung des Zuckers in den Blut- 
kérperchen ist anscheinend mit zu groSen Fehlerquellen behaftet, 
um fiir die quantitativen Verhiltnisse verwertbar zu sein. 
AuBerdem ist eine klinisch héchst beachtenswerte Tatsache 
diesen Zahlen zu entnehmen. Vergleichen wir den Blutzucker- 
gehalt bei einem und demselben Diabetiker vor Beginn der 
Behandlung, in einem Stadium mit reichlicher Zuckerausscheidung 
und in einem spateren Stadium verminderter oder ganz ge- 





L. 3,5 











1) Ahnliche Beobachtungen teilt auch A. Hollinger |. c. mit. 
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schwundener Zuckerausscheidung, so finden wir bei Fall B. und R., 
da8 der Blutzuckergehalt an der Verinderung des Krankheits- 
bildes nicht teilgenommen hat. Vor wie nach der Entzuckerung 
des Harnes finden wir einen iibernormalen Zuckergehalt im 
Blut. Auf den Zusammenhang dieses Befundes mit der Frage 
der Zuckerdichtigkeit der Diabetikernieren*) sowie auf die 
prognostische Bedeutung dieses Befundes wollen wir an dieser 
Stelle vorlaufig nur hinweisen. 

II. Von groBem Interesse muBte es fiir die vorliegende 
Frage sein, wie sich die Verteilung des Zuckers bei plétzlicher 
Uberschwemmung des Organismus mit groBen Zuckermengen 
gestaltet. Wir machten zu diesem Zwecke eine Reihe von 
Hunden durch Einfiihrung groBer Traubenzuckermengen (100 bis 
150 g) mit der Schlundsonde hyperglykaemisch und bestimmten 
ca. 4 Stunden nach der Zufuhr des Zuckers den Blutzucker- 
gehalt. Eine Blutzuckerbestimmung ca. 1 Woche vor diesem 
Eingriff bei demselben Hund diente als Grundlage zum Ver- 
gleich mit dem normalen Zustand. 

Das Ergebnis der Versuche zeigt die folgende Tabelle: 





~ | Zucker- Zucker- 


Zuckergehalt unter normalen | - Zuckergehalt unter normalen 
Verh4ltnissen in Proz. tar Verhdltnissen in Proz. 


__lin_Proz. 





im Plasma 0,254 i{ im Plasma (Gans | tyr 
0,180 |, . 0,171 p 
{0,201 im Blut 9166 | %261 
ae £0,125 | ee MT ee 
im Plasma 10.116 | im Plasma 0,267 10.518 
7 0,108 , 40,196 | 
im Blut 0,106 |\0,174 im Blut \0/194 


im Blut 


0,473 


0,142 | 0,345 me £0,151 | 0,464 
im Plasma {9154 {0,350 im Plasma {9151 | {0,451 
sem 40,162 | 0,989 Hund 6) Blot (0-110 | 0,422 
0,140 0,287 7” 10,120 | 10,414 











Betrachten wir die gewonnenen Zahlen, so ist in allen Fallen 
eine bedeutendeSteigerung des Blutzuckergehaltes zu konstatieren, 
bis auf die doppelte oder dreifache Menge des urspriinglichen 


1) Vgl. hierzu: C. v. Noorden, Diabetes mellitus im Handb. d 
Pathol. d. Stoffw. von C. v. Noorden, 2. Aufl. 2, 8 u. 9, 1907. 
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Wertes. In der Verteilung dieser Vermehrung bestehen jedoch 
bemerkenswerte Unterschiede in den einzelnen Fillen.') So 
sind in den Fallen 5 und 6 an den bedeutenden Erhéhungen 
des Zuckerwertes (die héchsten in der Reihe) Plasma und Ge- 
samtblut fast gleichmaBig beteiligt; ist der Zuckergehalt in 
beiden auch nicht ganz gleich, so kann die Zunahme unmég- 
lich bloB auf den vermehrten Zuckergehalt im Plasma bezogen 
werden. 

Anders verhilt es sich in den anderen Fillen (vgl. nament- 
lich Fall 4). Hier kann von einer erheblichen Beteiligung der Blut- 
kérperchen an der Zunahme des Zuckers nicht die Rede sein. Der 
,Austausch“, der in den zwei letzten Fallen zwischen Blutkérper- 
chen und Blutflissigkeit angenommen werden muB, ist in diesen 
Fallen nicht eingetreten. Ob die besondere Héhe des Blut- 
zuckergehaltes im Falle 5 und 6 die ,,Durchlassigkeit‘‘ der Blut- 
kérperchen bedingt, ist vorliufig nicht sicher zu entscheiden. 
Es ist auch médglich, daB die zeitlichen Verhaltnisse in der 
Resorption des eingefiihrten Traubenzuckers, wie auch die 
Schnelligkeit seiner Ausscheidung, entscheidend sind. Vorlaufig 
geniigt uns die Feststellung, da bei der alimentaéren Hyper- 
glykamie wenigstens zeitweilig ein erheblicher Unterschied im 
Zuckergehalt innerhalb und auBerhalb der Blutkérperchen még- 
lich ist. 


1) Die direkte Bestimmung des Zuckers in den gewaschenen und 
abzentrifugierten Blutkérperchen wurde in samtlichen Fillen ebenfalls 
vorgenommen. Uberall wurde Zucker gefunden und bei den Fillen, wo 
es zu erwarten war, in einer mehr als normalen Menge. Jedoch sind die 
erhaltenen Zahlen sichtlich nicht quantitativ, so da8 wir sie nicht mit 
verwerten. 





Uber den bakteriellen Abbau primarer EiweiS- 
spaltprodukte. 
Von 
Walter Brasch. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 6. April 1909.) 


Abbau der Glutaminsiaure. 


Vor einiger Zeit zeigten Neuberg’) sowie Neuberg und 
Rosenberg*), welche die bei der Faulnis der Proteine, speziell 
des Caseins und Leims, auftretenden freien Fettséuren, einer 
fraktionierten Trennung unterwarfen, daB mehr als ein Drittel 
der gesamten fliichtigen Fettsiuren aus der normalen Butter- 
siure bestand und nahmen an der Hand quantitativer Uber- 
legung an, daB als Muttersubstanz dieser Mengen n-Buttersiaure in 
erster Reihe die Glutaminsiure zu gelten habe. Durch weitere 
Untersuchungen von Brasch und Neuberg*) konnte dann mit 
Sicherheit festgestellt werden, da8 Buttersiure aus der bei der 
Fiaulnis freiwerdenden Glutaminsiure entsteht. Es findet also 
an demselben C-Atom Desamidierung und Kohlensaureabspaltung 
statt, ein Vorgang, welcher sich in folgender Formel ausdriickt: 

COOH — CH, — CH, — CHNH, — COOH —+ 
COOH — CH, — CH, — CH,. 


Diese beiden Prozesse wiederholten sich regelmaBig in allen 
Versuchen. Wir lieBen in unserer damaligen Publikation die 
Frage des zeitlichen Ablaufes der Reaktionen unentschieden; 
ein Zwischenprodukt wurde nicht gefunden, was mit Riicksicht auf 


1) Sitzungsber. d. Kgl. PreuB. Akad. d. Wissensch. vom 16. Mai 1907. 
2) Diese Zeitschr. 7, 178, 1907. 
3) Diese Zeitschr. 13, 299, 1908. 
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spaiter mitzuteilende Tatsachen jedoch nicht so gedeutet werden 
darf, daB beide Prozesse gleichzeitig eintreten. Da die Zer- 
setzung der Glutaminsiure bei der Faulnis mit dem Salkowski- 
schen Fiaulnisgemisch'), welches natiirlich eine Reihe ver- 
schiedener Bakterienarten enthalt, immer in derselben Art er- 
folgte, so liegt der Gedanke nahe, anzunehmen, daB iiberhaupt 
der Abbau bestimmter primarer EiweiSspaltungsprodukte durch 
die Faulniserreger immer nach demselben Typus verlauft. Bis- 
her glaubte man nach den Untersuchungen von Bienstock’®), 
da8 nur die Spaltung des EiweifSmolekiils selbst in stets be- 
stimmter Weise geschehe und da8 das Auftreten der sekundiren 
Spaltungsprodukte von der Wirkung der accidentell mitwirkenden 
Mikroben abhange. 

Die Versuche von Bienstock gaben die Erklarung fiir 
dieses gesetzmaiBige Verhalten beim Abbau der EiweiSkérper 
durch Faulnis. Es stellte sich nimlich heraus, daB die aeroben 
bzw. fakultativ anaeroben Bakterien (unter ihnen auch die ge- 
wohnlichen pathogenen Arten: Staphylococcus pyogenes, Strepto- 
coccus pyogenes, Proteus, Subtilisarten, fluorescierende, farb- 
stoffbildende Bakterien, Typhus-Colibacillen) bei Zutritt von 
Luft keine EiweifSfaiulnis bewirken konnten. Es trat jedoch 
gleichmaBig Faulnis ein, d. h. EiweiSspaltung unter Auftreten 
iibelriechender Zersetzungsprodukte, wenn anaerobe Bakterien 
unter anaeroben Bedingungen titig waren, und bei diesen Unter- 
suchungen fand und beschrieb Bienstock den Bacillus putri- 
ficus als den hauptsichlichsten und hiaufigsten Erreger der 
Faulnis. Auch andere Anaerobier, Bac. anthrac. symptomat. 
und Bac. oedemat. malig. wirken in gleicher Weise ein, wahrend 
der Tetanusbacillus sich indifferent verhailt. Bienstock stellte 
weiter fest, da8 Anaerobier auch fiir sich allein, also in Rein- 
kultur wirksam sein kénnen, und schreibt den iibrigen zahlreichen, 
bei der Faulnis auftretenden Bacillen nur eine untergeordnete 
Wirkung zu. Nach diesen Untersuchungen wire die Gesetz- 
maBigkeit beim Abbau der EiweiSkérper durch Fiulnis voll- 
kommen verstandlich, es wire lediglich ein Bakterium, welches 
das Eiwei8molekiil sprengt, und der Weg, den es wahlt, wird wohl 
stets der gleiche sein. 


1) E. Salkowski, Praktikum, 3. Aufl., 1906, S. 227. 
2) Bienstock, Arch. f. Hygiene 36, 334, 1899 u. 39, 390, 1901. 
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Es ergab sich nun von selbst die Frage, welche Bakterien 
den weiteren Abbau der primiren Spaltungsprodukte iiber- 
nehmen und welche Rolle die einzelnen Bakterien bei den 
weiteren Veranderungen, die der EiweiSkérper bei der Faulnis 
erleidet, spielen. Gleichzeitig versprachen diese Untersuchungen 
gewisse Einblicke in das biologische Verhalten der Mikro- 
organismen zu gewahren. 

5,0 g Glutaminsiure wurden in 400 com Wasser gelést, mit Soda 
alkalisch gemacht und mit einigen Tropfen einer Fiaulnislésung*) ver- 
setzt. Es gelang 14 Tage spiter nachzuweisen, daB die Glutaminsaure 
zum Teil in Buttersiure abgebaut war, es ergab sich ein Silbersalz, von 
welchem 0,1007 g Substanz gegliiht wurden und 0,0559 g Ag ergaben. 

Berechnet fiir CgH,O,Ag: Ag 55,38°/,, 
Gefunden: Ag 55,61°/,. 

Ich hatte also eine Faulnislésung, in welcher die wirksamen Mikro- 
organismen vorhanden waren, und es galt nun die einzelnen in ihr vor- 
handenen Bakterien zu isolieren und ihr Verhalten auf Glutaminsiure 
zu prifen. 

Ich ziichtete durch die Verdiinnungsmethode und PlattengieBen 
aerob folgende Arten: 

Bac. subtilis, 

Bact. coli, 

Bact, megatherium, 
Bac. proteus vulgar. 

Anaerob wuchsen mehrere Streptokokken-Arten, welche sich als 
fakultativ anaerob erwiesen, und es gelang zuletzt durch streng anaerobe 
Ziichtung in hoch geschichteten Agarréhrchen einen anaeroben Bacillus 
zu ziichten, welcher morphologisch und biologisch alle Eigenschaften des 
von Bienstock beschriebenen Bacillus putrificus zeigte. 

Es wurden zunichst mit den so gewonnenen Bakterien Versuche 
angestellt. 5 g Glutaminsiure oder ihr Chlorhydrat wurden jedesmal in 
ca. 400 ccm einer Fliissigkeit angesetzt, welche 

0,5°/, Chlornatrium, 

0,2°/, Kaliumbiphosphat, 

0,05°/, krystall. Magnesiumsulfat 
enthielt. Wurde das Chlorhydrat der Siure verwendet, so lieB ich das 
Chlornatrium aus der Niahrfliissigkeit fort. Die Fliissigkeit wurde dann 
jedesmal mit Sodalésung auf Lackmus neutralisiert und dann durch Zusatz 
von etwas mehr Sodalésung gerade schwach alkalisch gemacht, da die 
Wachstums- und Zersetzungsvorgange der Bakterien in alkalischer Lésung 
besser in die Wege geleitet werden kénnen. Dann wurde durch mebr- 
maliges Aufkochen sterilisiert und die Lésung nach dem Erkalten mit 
der betreffenden Bakterienart versetzt. Bei den Anaerobiern wurde statt 


1) Siehe oben. 
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eines Wattepfropfens ein doppelt durchbohrter Gummistopfen aufgesetzt, 
welcher mit Glasréhrchen wie eine Gaswaschflasche versehen war. Diese 
Roéhrchen waren in der Mitte des wagrechten Schenkels diinn ausgezogen. 
Die Kélbchen wurden nach der Neutralisation im Dampftopf sterilisiert, 
da durch einfaches Aufkochen das laingere Steigrohr nicht geniigend 
sterilisiert werden konnte. Nach dem Erkalten wurden die Kélbchen 
geimpft, und dann wurde ca. eine halbe Stunde lang ein Wasserstoffstrom 
durchgeleitet. Zuletzt wurde an den ausgezogenen Stellen das Glas- 
réhrchen zugeschmolzen und der Kolben in den Brutschrank gestellt, 
Eine schon nach wenigen Tagen sich einstellende feine Triibung zeigte, 
da8B die verimpften Bakterien gewachsen waren. War der Inhalt des 
Kolbens nach 8 Tagen noch vollig klar, so war die Fliissigkeit, wie 
Kulturversuche ergaben, steril geblieben. Da es sich herausstellte, daB 
namentlich bei Anaerobiern nach einfachem Impfen mit der Platinnadel 
oder -dse die Bakterien haufig nicht wuchsen, so ging ich in der 
Weise vor, wie Nawiasky*) es empfiehlt, da8 ich zuerst ev. natiirlich 
anaerob auf Petrischalen ziichtete und dann von diesen die Bakterien 
mit dem Spatel abstrich, ohne Teile des Nahrbodens mitzureiBen. 

Die Kélbchen standen durchschnittlich 3 bis 4 Wochen im Brut- 
schrank. Dann wurde durch Kultur auf Agar gepriift, ob keine Ver- 
unreinigung entstanden war und dann erst der Inhalt des Kolbens 
weiter verarbeitet. Es wurde mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert 
und unter wiederholter Wasserzugabe abdestilliert. Das LDestillat 
wurde dann, um Entweichen der Fettsiure zu vermeiden, mit etwas 
iuberschiissiger ®/,9-Lauge versetzt und eingeengt, dann in salpetersaurer 
Lisung mit stark verdiinnter Silbernitratlésung vorsichtig versetzt, bis 
die beim Destillieren fast immer mit iibergegangene Salzsiure als AgCl 
gerade ausgefillt war. Dann wurde mit NHsg alkalisiert und das iiber- 
schiissige Ammoniak auf dem Wasserbade verjagt, filtriert und nunmehr 
die Buttersiure als Silbersalz niedergeschlagen. Da indes in vielen 
Fallen in der Fallung des Silberbutyrats Schwarzfarbung auftrat, wie es 
ja auch bei Brasch und Neuberg der Fall war, so wurde das Filtrat 
vom Chiorsilber in verdiinnt schwefelsaurer Lésung mit Mercurisulfat ge- 
kocht oder auch die Silberfillung fiir sich mit Wasser gekocht. Durch 
das Ausfallen von Quecksilberoxydulsalz bzw. eines schwarzen Silber- 
niederschlages ergab sich die Anwesenheit von Ameisensiure. 

Ich betone eigens, daB8 ich das Auftreten der Ameisen- 
séure in der groBen Mehrzah! der Fille beobachten konnte, 
wihrend Borchard*) in seiner soeben erschienenen Arbeit das Auf- 
treten von Ameisensdure bei Faulnisversuchen mit Glutaminsiure vermiBte. 

Die von der Ameisensiure befreite Fliissigkeit wurde dann auf ein 
geringes Volumen gebracht und mit konzentrierter AgNO,-Lésung gefallt. 
In den meisten Fallen fiel der Niederschlag nicht ganz weiB aus, so daB 
umkrystallisiert werden muBte, ein Verfahren, das bei den geringen 


1) Nawiasky, Arch. f. Hygiene 66, 209, 1908. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 96, 1909. 
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Ausbeuten zu unangenehmen Verlusten fiihrte. In der Regel gelangte 
man nach einmaligem Umkrystallisieren zu einem rein weiBen Pulver, 
welches zur Analyse verwandt werden konnte. 

Verschiedene Male wurde der Riickstand ausgeithert, um zu er- 
fahren, ob es wie bei den von Brasch und Neuberg angewandten 
Mischkulturen geliinge, Bernsteinsiure nachzuweisen, ich erhielt jedoch 
nur einmal nach dem Verdunsten des Athers eine kleine Menge einer 
durch harzige Beimengungen verunreinigten Substanz, welche zu einer Be- 
stimmung nicht ausreichend erschien. 

Versuche mit den aus der Faulnislésung geziichteten Bakterien: 


Bacillus subtilis. 


Verwendet 5 g Glutaminsiurechlorhydrat. 
Erhaltenes Silbersalz 0,05 g; 
0,0314 g Substanz ergaben 0,0170 g Ag. 
Berechnet fiir C,H,0,Ag: Ag 55,38°/,, 
Gefunden Ag: 54,14°/,. 
Atherextrakt des Riickstandes schwach sauer. 
Zuriickgewonnenes Glutaminsaurechlorhydrat 2,56 g. 


Bacterium coli. 
Verwendet 5 g Glutaminsiurechlorhydrat. 
Erhaltenes Silbersalz 0,13 g; 
0,0910 g Substanz ergaben 0,0579 g Ag. 
Berechnet fiir Essigsiure: Ag 64,67°/o, 
Gefunden: Ag 63,60°/,. 
Atherauszug schwach sauer. 
Zuriickgewonnene Glutaminsdurechlorhydrat 2,1 g. 


Bacterium megatherium 


ergibt ein sehr schwach saures Destillat und dementsprechend nur Spuren 
eines Silbersalzes, welches sich gleich nach dem Ausfallen schwarz farbt. 
Von 6 g Glutaminsiurechlorhydrat wurden 4,6 g zuriickgewonnen. 


Bacillus proteus vulgaris. 


Erhaltenes Silbersalz 0,08 g; 

0,0121 g Substanz ergaben 0,0087 g Ag. 

Berechnet fiir Ameisenséiure: Ag 70,58°/), 
Gefunden: Ag 71,98°/,. 

Die drei Streptokokkenarten ergaben weder bei der aeroben noch bei 
der anaeroben Versuchsanordnung ein Silbersalz der Buttersiure, sie 
vermochten anscheinend die Glutaminsiure iiberhaupt nicht erheblich 
anzugreifen, da iiber 90°/, der verwandten Saure zuriickerhalten 
werden konnte. 

Bacillus putrificus. 

Verwendet 5 g Glutaminsaurechlorhydrat. 

Erhaltenes Silbersalz 0,2394 g; 

0.1079 g Substanz ergaben 0,0603 g Ag. 
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Berechnet fiir C,H,0,Ag: Ag 55,38°/,, 
Gefunden: Ag 55,88 °/,. 

Von den aus dem Fiulnisgemisch geziichteten Bakterien haben die 
aeroben Arten nur sehr geringe Ausbeute ergeben, und die so gewonnenen 
Salze gehéren verschiedenen Siéuren an. Der Versuch mit Bac. prot. 
vulgar. ist nicht eindeutig ausgefallen, allerdings ist bei den geringen 
angewandten Mengen aus den erhaltenen Zahlen kein sicherer Schlu8 zu 
ziehen. Ganz einwandfrei ist dagegen nachgewiesen, daB der Bacillus 
putrificus aus der Glutaminsiure Buttersiure abspaltet, und zwar in 
Mengen, welche weitaus gréBer sind als die durch die aeroben Bakterien 
erhaltenen. Es ist also wohl sicher, daB von ihm die Hauptaufgabe bei 
Abbau der Glutaminsaiure mit dem Faulnisgemisch geleistet worden war. 

AuBer diesen Versuchen, welche simtlich mit solchen Bakterien, 
die aus der Faulnislésung geziichtet werden konnten, angesetzt waren, 
habe ich eine Reihe von anderen, mir zuganglichen Bakterien auf ibr 
Verhalten gegen Glutaminsiure gepriift. 

Aerobier (Bacillus proteus vulgaris). 

Erhaltenes Silbersalz 0,11 g ; 
0,1024 g Substanz ergaben 0,0658 g Ag. 

Berechnet fiir Essigsiure: Ag 64,67°/), 

Gefunden: Ag 64,34°/,. 
Erhaltenes Silbersalz 0,15 g. (Gewogen vor dem Umkrystallisieren.) 
0,0372 g Substanz ergaben 0,0240 g Ag. 

Berechnet fiir Essigsiure: Ag 64,67°/9, 

Gefunden: Ag 64,52°/,. 

Restierend Glutaminsiéurechlorhydrat 2,8 g von 5,0 g, die ver- 
wendet wurden. 

Hierbei fand sich im Atherextrakt eine braune harzige Masse von 
saurer Reaktion, deren Menge fiir eine Bestimmung nicht ausreichend war. 

Nawiasky*) hat eine gréBere Untersuchungsreihe iiber die Ein- 
wirkung des Bac. proteus vulgaris auf Aminosiuren verdffentlicht und 
hierbei auch die Verinderungen der Glutaminsiure zu erforschen gesucht. 
Er erhielt Silbersalze, aus deren Silbergehalt er nicht auf eine bestimmte 
Saure schlieBen konnte und nahm deshalb das Vorhandensein von Saure- 
gemischen an. Auch meine Versuche lassen die Wirkung des Proteus 
vulgaris auf die Glutaminsaure nicht deutlich erkennen. 

Bacillus proteus Zenkeri. 

In einem Versuch mit Proteus Zenkeri wurde die Glutaminsiure 
iiberhaupt nicht angegriffen, in einem anderen erhielt ich 0,023 g eines 
Silbersalzes, welches ich vielleicht noch als Silberbutyrat ansprechen 
kann, es trat bei der Destillation starker Geruch nach Buttersaure auf. 

Berechnet: Ag 55,38°/, 
Gefunden: Ag 58,83°/. 

Der Wert fiir Ag liegt also zwischen dem buttersauren und propion- 
sauren Silbersalz. 

1) Siehe oben. 
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Bacillus mesentericus vulgatus. 


Bei den Versuchen mit diesem Bacterium erwartete ich eine 
energische Spaltung mit Riicksicht auf die Untersuchungen von Abder- 
halden und Emmerling'), welche gefunden hatten, daB es Gliadin, 
den EiweiSkérper, aus dem ich die Glutaminsiure hergestellt hatte, bis 
zu freien Fettsiuren zu zerlegen vermag. Sie schlossen aus den relativ 
kleinen Ausbeuten an Glutaminsaure bei ihrem Versuch, daB diese weiter 
abgebaut worden sei. In drei von mir angestellten Versuchen mit 
Mesentericus vulgatus erhielt ich nur in einem Falle ein Silbersalz in 
geringen Mengen, welches sich sehr schnell zersetzte, in den beiden 
anderen Malen wurde die Glutaminsaéure iiberhaupt nicht angegriffen. 
Welche Umstinde das abweichende Verbalten dieses Bacillus in meinen 
Versuchen bedingt haben, hoffe ich sp&ter feststellen zu kénnen. 

Von groBem Interesse war es, das Verhalten des Bacterium coli 
commune genauer zu untersuchen. Das aus der Faulnislésung geziichtete 
Bacterium der Coligruppe hatte aus der Glutaminsaéure Essigsiure in 
kleinen Mengen entstehen lassen, und es war deshalb zu untersuchen, 
ob dieser Abbau regelmaBig eintritt. Die chemische Aktivitit des 
Bacterium coli commune ist eingehend studiert und hat sich als recht 
betriichtlich herausgestellt. Abgesehen davon, daB dieser Darmparasit 
Kohlenhydrate glatt zu zerlegen vermag, welche fiir die Hefezelle 
ganzlich und fiir den tierischen Organismus fast unangreifbar sind, ver- 
mag es, ohne ein eigentliches proteolytisches Bacterium zu sein, aus 
EiweiSkérpern Indol unter anaeroben Bedingungen abzuspalten. Diese 
Tatsache bildet ja ein wesentliches diagnostisches Merkmal im Vergleich 
mit dem chemisch bedeutend trigeren Typhusbacillus. Bemerkenswert 
ist, worauf Pfaudler*) aufmerksam machte, daB bei nativen EiweiB- 
substanzen das Bacterium coli einen Abbau nicht einzuleiten vermag, 
daB aber Peptonkérper fiir es angreifbar sind. Blumenthal?) hat bei 
den Zersetzungen von Pepton durch Coli dann noch das Auftreten von 
Fett- und Oxyfettsiuren festgestellt. In vier Versuchen mit dem 
Bacterium coli commune, welches aus Faeces geziichtet war, habe ich 
nur noch in einem Falle Essigsiure erhalten. Die Menge des erhaltenen 
Silbersalzes betrug jedoch nur 0,0538 g. 

Berechnet fiir Essigsiure: Ag 64,67°/), 
Gefunden: Ag 65,12°/,. 

SchloBmann*) wies auf Verschiedenheit des chemischen Ver- 
haltens des Bacterium coli unter anaeroben und aeroben Bedingungen 
hin. Aus diesen Griinden lieB ich Coli unter Wasserstoff auf Glutamin- 
siure einwirken. In einem Falle erhielt ich ein Silbersalz in kleinen 
Mengen, in einem zweiten 0,0428 g, welches 66,34°/, Ag enthielt. Es 


*) Abderhalden und Emmerling, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
51, 394, 

®) Pfaudler, Centralbl. f. Bakt. 31, 113. 

3) Blumenthal, Virchows Archiv 146, 65, 1896. 

*) SchloB8mann, Jahrb. f. Kinderheilk. 1898. 
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zeigt sich also weder qualitativ noch quantitativ ein anderes Verhalten 
wie bei Zutritt von Sauerstoff. 

Der Typhusbacillus erwies sich gegeniiber Glutaminsaiure chemisch 
ebenso wirksam wie das Bacterium coli. Ich erhielt unter gleichen 
Versuchsbedingungen 0,07 g eines Silbersalzes, dessen Silbergehalt 
63,91°/, betrug, also essigsaures Silber war. 

Eine mit Paratyphus B versetzte Glutaminsiurelésung ergab 
0,106 g eines Silbersalzes, dessen Silbergehalt 63,99°/, ebenfalls auf essig- 
saures Silber schlieBen laBt. 

Von Aerobiern untersuchte ich noch den Bacillus subtilis und den 
Bac. lact. aerogenes aus unserer Sammlung. Ersterer gab in zwei Ver- 
suchen im Gegensatz zu dem oben mitgeteilten Versuch kein Resultat, 
bei letzterem blieb die erste Untersuchung ebenfalls véllig ergebnislos, 
bei dem zweiten Versuch erhielt ich Spuren eines Silbersalzes und deut- 
lichen Geruch nach Butterséure. 


Anaerobier. 


Aus den Untersuchungen mit den Bakterien, welche aus 
der Faulniskultur geziichtet waren, geht schon hervor, daB das 
angewandte anaerobe Bacterium eine viel intensivere Spaltung 
der Glutaminsiure zu bewirken vermag, als die untersuchten 
Aerobier. Dieses Verhalten ist wenigstens fiir den Bacillus 
putrificus ein gesetzmaBiges. Einige andere mir zugangliche 
obligate Anaerobier vermochten ebenfalls die Glutaminsiure 
anzugreifen und Ammoniak und Kohlensiure abzuspalten, je- 
doch bei weitem nicht in dem Grade wie der Bacillus putri- 
ficus. Ich untersuchte die Einwirkungen folgender Bakterien: 

Bacillus botulinus (aus der letzten Darmstidter Wurst- 
vergiftung gewonnen), 

Bacillus oedemat. maligni, 

Bacillus anthrac. symptomatici, 

Bacillus tetani, 

Bacillus putrificus. 

Bei den Untersuchungen mit Tetanus- und Rauschbrand- 
bacillus erhielt ich bei je drei Kolben iiberhaupt kein Resultat, 
die Kulturen wuchsen sehr langsam und schlecht, vielleicht daB 
es sich um stark abgeschwichte Stémme gehandelt hat. 

Ein Resultat ergab der Versuch mit dem Bacillus oedemat. 
maligni: 

Die Ausbeute an Silbersalz betrug 0,042 g; 

0,0218 g ergaben 0,0126 g Ag. 
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Berechnet fiir Butiersiure: Ag 55,38 °/, 
Gefunden: Ag 57,70 °%/o. 

Noch unklarer sind die Resultate, welche mit dem Bacillus botulinus 
erhalten wurden. In einem Versuch betrug die Menge des erhaltenen 
Silbersalzes 0,1706 g, in einem zweiten 0,0049 g. Von der ersteren Menge 
wurden 0,0982 g verbrannt, und sie ergaben 0,068] g Silber; das entspricht 
einem Silbergehalt von 69,34°/,, kommt also der Ameisenséure ziemlich 
nahe. Die Menge von 0,0049 wurde ebenfalls gegliht und enthielt 
63,29°/, Ag, wiirde also mehr der Essigsiure entsprechen. 

So umsicher die Resultate mit den genannten Anaerobiern sind; 
ebenso eindeutig fielen die Versuche mit dem Bacillus putrificus Bienstock 
(von Kral bezogen) aus. Schon 6 Tage nach der Impfung trat bei der 
Destillation der Geruch nach Buttersiure auf und in Versuchen, die 
4 Wochen im Brutschrank gestanden hatten, lieB sich jedesmal das 
Silberbutyrat herstellen. Dabei waren die Ausbeuten um das Fiinf- bis 
Sechsfache gréB8er wie die mit den anderen Kulturen erhaltenen. Die Re- 
sultate einiger Versuche sind: 


I. Erhaltene Substanz 0,24 g, 


davon 0,1079 verbrannt ergaben 0,0603 Ag. 

Berechnet fiir buttersaures Silber: Ag 54,38°/,, 

Gefunden: Ag 55,88°/. 
II. Erhaltene Substanz 0,37 g, 


davon verbrannt 0,1306 g ergaben 0,0728 g Ag. 
Gefunden: Ag 55,74/. 


III. Erhaltene Substanz 0,21 g, 


davon verbrannt 0,0782 g ergaben 0,0436 g Ag. 
Gefunden: Ag 55,75°/ . 


Die Ausbeuten mit dem Bacillus putrificus sind die gréBten, die 
ich erhalten habe, und wenn sie nicht so groB sind wie die bei der 
Faulnis gewonnenen, so ist das wiederum ein Beispiel fiir die bekannte 
Tatsache, daB man mit Bakteriengemischen eine viel ergiebigere Umsetzung 
erzielen kann wie mit Reinkulturen. 

Bienstock hatte darauf hingewiesen, daB sich bei Versuchen mit 
Mischkulturen interessante Differenzen ergiben, je nach der Art der mit- 
wirkenden aeroben Bakterien. Er konnte im wesentlichen zwei Gruppen 
unterscheiden: der eine Teil der Aerobier erleichtert dem Putrificus durch 
Verbrauch des Sauerstoffes die Faulnis, und zu dieser Gruppe gehért die 
weitaus gréBte Zahl der aeroben Bakterien. Die andere Gruppe, welche 
die Coli- und Aerogenesarten umfa8St, wichst zwar in der Mischkultur 
gemeinsam mit dem Putrificus, iibt jedoch auf die chemische Tatigkeit 
desselben eine hemmende Wirkung aus: Die Faulnis bleibt aus. Dieser 
Antagonismus, der nicht auf einer Siuerung des Substrats beruht, da 
der gleichfalls siurebildende Proteus entgegengesetzt wirkt, ist spezifisch 
fiir die Coli- und Aerogenesarten. Auf eine Reibe von wichtigen Tat- 
sachen, welche sich aus diesem Antagonismus erklaren lassen: geringe 
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Neigung der rohen Milch zu faulen, Beziehung zur Darmfaulnis, ist 
schon vor laingerer Zeit hingewiesen worden. !) 

Von diesen Erfahrungen ausgehend setzte ich ebenfalls eine Reihe 
von Versuchen mit Mischkulturen an. Da bei gleichzeitiger Impfung 
von Anaerobiern und Aerobiern die letzteren sich spater nicht mehr 
nachweisen lieBen, impfte ich zuerst mit dem Aerobier und 1 bis 2 Tage 
spiter mit Putrificus, und so gelang es mir in allen Fallen, beide Bak- 
terienarten am Schlusse des Versuches wieder zu ziichten. 

Bac. prot. vulgaris und Bac. putrifious. 

Erhaltene Menge 0,0974 g, 

0,0261 g Substanz ergaben 0,0151 g Ag, 

Ag 57,85°/9, 

Der Wert liegt also zwischen Buttersiure und Propionsdiure, kommt 

der letzteren aber naher. 


Bac. mesentericus vulgatus und Bac. putrificus., 

1, Erhaltene Menge Silbersalz 0,185 g, 

0,0562 g Substanz ergaben 0,0320 g Ag. 
Berechnet: Ag 56,96°/,. 
2. Erhaltene Menge 0,2710 g, 
0,1162 g Substanz ergaben 0,0648 g Ag. 
Berechnet: Ag 55,76°/o. 
Bact. coli commune und Bac. putrificus. 
Erhaltenes Silbersalz 0,0129 g, 
0,0129 g Substanz ergaben 0,0072 g Ag. 
Berechnet: Ag 55,81 °/. 
Bac. lact. aerogen. und Bac. putrificus. 

Es wurden nur Spuren eines Silbersalzes erhalten, welche zur Ana- 
lyse nicht ausreichten. Bei der Destillation trat der Geruch nach Butter- 
séure auf, 

Es treten auch hier Unterschiede in ahnlicher Weise, wie Bienstock 
sie beschrieben hat, auf, und wenn sie auch nicht so charakteristisch 
vorhanden sind wie in den Versuchen des genannten Autors, so ist doch 
der graduelle Unterschied bei den Ausbeuten sehr erheblich. 

Weitere Untersuchungen stellte ich dariiber an, wie viel von dem 
bei der Desamidierung freiwerdenden Ammoniak nachweisbar und ob 
vielleicht ein Teil desselben von den Bakterien zu Wachstumszwecken 
benutzt worden sei. Bei einem Versuch wurden von angewandten 5 g 
reiner Glutaminséure 3,32 g Glutaminsaurechlorhydrat zuriickerhalten. 
Dann sind reine Glutaminsiure verbraucht 2,35 g. Dieser entspricht 
eine NH,-Menge von 0,270g. Es wurden aber gefunden 0,0979 g NH,. 

Die bei diesem Versuche erhaltene Menge von Silberbutyrat betrug 
0,2805 g. Ein anderer Versuch ergab ein ahnliches Resultat. Es findet 
sich demnach eine erhebliche Menge des abgespaltenen Ammoniaks wieder. 


1) Fliigge, Zeitechr. f. Hygiene u. Infekt. 17, 272. — Weber, 
Arb. des Kaiserl. Gesundheitsamtes 17, Nr, 1. — Bienstock, l. c. 
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Bemerkt sei noch, da8 sich in einzelnen Fallen kurz nach der 
Destillation kleine weiBe Flocken ausschieden, die mikroskopisch aus 
feinen Nadelchen bestanden und sich in verdiinnter Natronlauge listen. 
Vielleicht hat es sich dabei um héhere Fettsiuren gehandelt. 

Das Resultat des Abbaues der Glutaminsiure mit Bakterien- 
Reinkulturen ist im wesentlichen dasselbe, das Brasch und 
Neuberg friiher mit Mischkulturen erzielten, und es steht auch 
mit den Befunden im Einklang, die Bienstock bei den Ver- 
suchen mit nativen EiweiBkérpern erhielt. Die Hauptrolle bei 
der Zerlegung der EiweiSkérper durch Faulnis spielt der Ba- 
cillus putrificus, und er ist auch der am starksten wirksame 
bei dem weiteren Abbau der primiren EiweiSspaltprodukte. 
Den bei der Faulnis wirksamen aeroben Bakterien kommt wohl 
im wesentlichen nur eine unterstiitzende Rolle zu. Der Ba- 
cillus putrificus baut die Glutaminsaéure zu Butter- 
siure ab, und die letztere scheint ihm gegeniiber eine ziem- 
liche Resistenz zu besitzen, denn es wurde das Auftreten von 
kohlenstoffarmeren Saéuren in der Regel vermi8t. Kompliziertere 
chemische Vorgiange, wie z. B. die Bildung von Bernsteinsaure, 
scheint er allein nicht anzuregen, wenigstens konnte im Ather- 
extrakt des Destillationsriickstandes diese Saéure nicht sicher 
nachgewiesen werden. Die von Bienstock beschriebene anta- 
gonistische Wirkung zwischen dem Bacillus putrificus und Ba- 
cillus lactis aerogenes und Bacterium coli ist bei den Versuchen 
mit Glutaminséure auch zutage getreten, wenn auch nicht in 
dem MaBe wie bei der Zerlegung des Fibrins. Die Wirkungs- 
weise der aeroben Bakterien ist qualitativ und quantitativ eine 
wesentlich andere wie die des Bacillus putrificus. Wenn durch 
sie Butterséure gebildet worden ist, wurde sie zu niederen Fett- 
séuren wieder abgebaut, und die bei diesen Umsetzungen ent- 
stehenden Mengen waren stets nur sehr gering. Ob neben den 
bakteriellen Zersetzungen auch noch synthetische Prozesse ver- 
laufen, kann ich nach den mitgeteilten Erfahrungen jetzt nur 
vermuten, hoffe aber spater dariiber sicheres mitteilen zu kénnen. 

Diese Versuche mit der leicht zuginglichen Glutaminsaure 
sollten nur zur Orientierung dienen. Ich habe begonnen, die 
hier gesammelten Erfahrungen auf andere EiweiSspaltprodukte 
anzuwenden und werde wohl bald in der Lage sein, die Re- 
sultate dieser Untersuchungen mitteilen zu kénnen. 
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Uber die Entstehang der Bernsteinsaure bei der 
alkoholischen Garung.’) 


Von 
Felix Ehrlich. 
(Aus dem Institut fiir Zuckerindustrie in Berlin.) 
(Eingegangen am 15. April 1909.) 


Die Frage, in welche Abbauprodukte der Zucker bei der 
Vergirung durch Hefe zerfallt, hat die Biologen und Chemiker 
seit langer Zeit beschaftigt, ihre endgiiltige Beantwortung ist 
aber trotz zahlreicher Untersuchungen auf diesem Gebiet auch 
heute noch nicht vollstindig gelungen. 

Solange man nur Alkohol und Kohlenséure als Garungs- 
produkt kannte, mu8te man annehmen, daB das Zuckermolekiil 
durch die Hefe eine quantitative Aufspaltung in zwei Molekiile 
Athylalkohol und zwei Molekiile Kohlendioxyd erfahrt ent- 
sprechend der zuerst von Gay-Lussac formulierten Garungs- 
gleichung: 


C,H,,0, = 2 CO, -+- 2 C,H,0. 
Die Auffassung der alkoholischen Garung als eines derartig 


einfachen und sich einheitlich vollzichenden Vorganges schien 
indes unhaltbar, als Pasteur*) in den Jahren 1858 bis 1860 


1) Vorliufig mitgeteilt bereits am 22. Juli 1907 in einem Vor- 
trage vor der Deutschen chemischen Gesellschaft in Berlin. Vgl. das 
ausfihrliche Referat dariiber von J. Meisenheimer im Biochem. Cen- 
tralbl. 6, 621, 1907, ferner den vorlaufigen Bericht in der Wochenschrift 
fir Brauerei 24, 393, 1907, sowie F. Ehrlich, Die Rolle des EiweiBes 
und der EiweiGabbauprodukte bei der Garung. Jahrbuch der Versuchs- 
und Lehranstalt fiir Brauerei in Berlin 10, 515, 1907. — Die urspriing- 
liche Absickt, das Thema noch in verschiedenster Richtung erschépfend 
zu behandeln, hat die Veréffentlichung dieser Arbeit verzdgert. 

2) Compt. rend. 46, 179, 1858; 47, 224, 1858; 48, 1149, 1859. — 
Annal. chim. phys. [3] 58, 323, 1860. 
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in seinen beriihmten Arbeiten iiber die Giarung bewies, daB 
hierbei auBer Alkohol und Kohlenséure noch mehrere andere 
chemische Kérper auftreten, unter diesen besonders das Gly- 
cerin und die Bernsteinsiure. Die Bildung von Bernsteinsaure 
war allerdings schon friiher (1818) von BeiBenhirtz*) und 
(1847) von C.Schmidt*) bei der alkoholischen Garung sowie 
von E.Schunck*) bei der Girung des Zuckers durch ein im 
Krapp enthaltenes Ferment beobachtet worden. Doch waren 
diese vereinzelten Befunde nicht besonders beweiskraftig, da es 
sich hier auch um Bakterienwirkungen handeln konnte. Erst 
Pasteur zeigte einwandsfrei, daB auch bei normaler reiner 
Hefegirung Glycerin und Bernsteinsiure als regelmaBige 
Produkte entstehen, deren Mengenverhiltnisse er auch zuerst 
durch zahlreiche vielfach variierte Versuche naher ermittelte. 
Pasteur fand dabei, daB die Menge dieser Produkte innerhalb 
bestimmter Grenzen schwankte, und zwar erhielt er im Durch- 
schnitt ca. 2,5 bis 3,6°/, Glycerin und 0,4 bis 0,7°/, Bern- 
steinsiure vom Gewicht des vergorenen Zuckers. Damit schien 
der Beweis erbracht, daB die Gay-Lussacsche Géarungs- 
gleichung nicht zu Recht besteht, und es war erklarlich, daB 
man nunmehr fiir die Entstehung dieser beiden regelmaBig auf- 
tretenden Substanzen, die sich nach Pasteurs Theorie durch 
Zersetzung des Zuckers bilden, nach einer neuen chemischen 
Formulierung suchte, die in ihrer Kompliziertheit allerdings von 
vornherein den Stempel der Unwahrscheinlichkeit an sich trug.*) 

Seitdem hat man sich gewohnt, Glycerin und Bernstein- 
sdure gleichwertig mit dem Alkohol und der Kohlensaure als 
regulire Spaltprodukte des Zuckers bei der Gaérung anzusehen, 
und diese Ansicht hat sich im wesentlichen bis heute erhalten 


1) Vgl. v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten, 3. Aufl., 8.378 u. folg. 

2) Annal. Chem. Pharm. 61, 168, 1847. — Handwéorterbuch d, Che- 
mie 3, 224, 1848. 

3) Phil. Mag. [4] 8, 161, 1854. — Ann. 66, 174. 

*) Die erste Gleichung fiir die Entetehung der Bernsteinséiure und 
des Glycerins aus dem Zucker riihrt von Pasteur selbst her, sie lautete: 
49 C,H,,0, + 30 H,O = 12 C,H,0, + 72 C,H,0, + 30 CO,: 
Monoyer hat ihr dann spiter in der Annahme, daB bei der Girung auch 

Sauerstoff frei wird, eine etwas einfachere Form gegeben: 
4 C,H,.0, ++ 3 H,O = C,H,0, + 6 C,H,0, + 2 CO, + 0. 
Siehe v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten a. a. O. 
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und findet sich auch jetzt noch in den meisten Lehrbiichern 
vertreten. 

Unter den von Pasteur entdeckten Nebenprodukten der 
Garung hat nun die Bernsteinsiure ein ganz besonderes Interesse 
erregt, da sie aus jedem Géarsubstrat durch Atherextraktion 
stets leicht zu isolieren und rein darzustellen ist und da sie als 
Dicarbonséure von den andern Giarprodukten chemisch und 
physiologisch sehr abweichende Eigenschaften besitzt. 

Man versuchte daher schon friih ihre merkwiirdige Ent- 
stehungsweise bei der alkoholischen Garung genauer aufzuklaren, 
wobei man zunachst an die Pasteurschen Arbeiten ankniipfte. 
Pasteur hatte bereits festgestellt, daB die von ihm zuerst be- 
obachteten an sich geringen Schwankungen der Mengenverhilt- 
nisse der Bernsteinséure zu den iibrigen Garprodukten von den 
auBeren Bedingungen des Girungsverlaufes merklich abhangig 
sind. So konnte er bei seinen Garversuchen z. B. zeigen, daB 
eine sehr langsam verlaufende Garung das Auftreten von Bern- 
steinséure ebenso wie von Glycerin begiinstigte, und weiterhin, 
daB in neutralen Garmedien, die fiir das Gedeihen der Hefe weniger 
giinstig sind als saure, diese Nebenprodukte in gréBeren Mengen 
auftraten. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen 
Pasteurs fand spiter Effront’), daS Bernsteinsdure besonders 
gegen Ende der Giarung sich bildet, wenn die Hefe nur noch 
wenig lebenskraftig ist, und analog wies dann Brefeld*) nach, 
daB bei schwachen Garprozessen, wie sie z. B. durch Mucor 
eingeleitet werden, Bernsteinsiure auch meist in gr6Beren Mengen 
vorhanden ist. Im Widerspruch mit diesen Befunden schienen 
allerdings die Angaben Thylmanns und Hilgers*) zu stehen, 
die gerade bei giinstigen Wachstumsbedingungen der Hefe und 
intensiv verlaufender Garung bedeutend mehr Bernsteinsaure 
entstehen sahen. So viel ging jedenfalls aus den Resultaten aller 
dieser Untersuchungen*) mit groS8er Wahrscheinlichkeit hervor, 


‘) Compt. rend. 119, 92, 1894. 

*) Landwirtsch. Jahrb, 1876, 281. 

%) Arch. f. Hygiene 8, 451, 1889. 

*) Die sehr umfangreiche Literatur iiber das Auftreten der Bern- 
steinsiure bei der Girung, die hier nur so weit besprochen werden kann, 
als sie fiir die Entstehungsweise der Substanz von Bedeutung ist, siehe 
bei v. Lippmann, Chemie der Zuckerarten, 3. Auflage, 1904, S. 378 
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daB bei der Bildung der Bernsteinsiiure die Rasse der Hefe, 
die Art des Zuckers, die Menge und Beschaffenheit der Nahr- 
stoffe, die Konzentration der Lésungen, Temperatur, Liiftung, 
Geschwindigkeit und Phase der Garung usw. eine hervorragende 
Rolle spielen. Da sich auBerdem zeigte, daB die Menge der 
Bernsteinsiure zwar annahernd proportional der Gardauer wichst, 
aber zur Menge des gebildeten Alkohols und Glycerins iiber- 
haupt in keiner zahlenmaBigen Beziehung steht,’) so wurde 
auch bald die Vermutung laut, da8 das Auftreten der Bern- 
steinsiure mit der eigentlichen Zuckerspaltung gar nichts zu 
tun hat, sondern daB diese einer Art Nebengaérung des Zuckers 
ihre Entstehung verdankt. Einzelne Forscher*) gingen in ihren 
Folgerungen noch weiter, indem sie die Bernsteinsaéure direkt 
als ein Stoffwechselprodukt der Hefe bezeichneten. Doch konnten 
die bis dahin mit lebender Hefe angestellten Versuche nicht 
als schliissige Beweise fiir oder wider diese Ansicht gelten. 
Erst die Untersuchungen iiber die Zymase lieBen die sichere 
Deutung zu, da8 die Bernsteinsiure kein normales Zerfall- 
produkt des Zuckers sein kann, sondern auf andere Weise ent- 
stehen mu8. Buchner*) und seine Mitarbeiter fanden naim- 
lich bei der zellfreien Garung, auch wenn groBe Quantitaten 
Zucker und HefepreBsaft vergoren wurden, gegeniiber der Garung 
mit lebender Hefe keine Bernsteinsiure. Neuerdings glaubt 
zwar R. Kunz*) im Gegensatz zu Buchner diese Saéure auch 
bei der Zymasegirung nachgewiesen zu haben, doch hat er die 


bis 380; Ad. Mayer, Garungschemie, 6. Auflage, 1906, S. 26 bis 31; 
C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 2. Auflage, 1903, 
8. 310 bis 313; E. und H. Buchner und Hakn, Die Zymasegirung, 
1903, S. 216 bis 223; F. Lafar, Handbuch der Technischen Mykologie 
2. Anflage; K. Windisch, Die chemischen Vorginge beim Werden des 
Weines, Stuttgart 1906, S. 47 bis 49. 

1) Miller-Thurgau, 10. Generalversammlung des Weinbauvereins 
Geisenheim 1884. Chem.-Zeitg. 19, 1593. — Effronta.a.0.— A. Mayer 
a. a. O. 

2) Rau, Arch. f. Hygiene 14, 225. 1892. — Straub, Chem.-Ztg. 19, 
R. 405. — Miller-Thurgau a. a. 0. — C. Oppenheimer a. a. O. 

3) E. Buchner und R. Rapp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34. 
1529, 1901. — E.undH. Buchner und Hahn, Zymasegirung, S. 220: 
E. Buchner und Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 
3201, 1906. 

*) Zeitechr. f. Nabrungs-GenuBSmittel 12, 641, 1906. 
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Substanz nicht isoliert, sondern nur indirekt bestimmt nach 
einer Methode, die derartig geringe Ausschlige gab, da8 damit 
seine Ansicht, die Bernsteinsiure entstehe bei der Girung aus 
der Hefe durch einen fermentativen autolytischen ProzeB, keines- 
wegs bewiesen erscheint. 


In ein ganz neues Stadium ihrer Entwicklung trat die 
Frage nach der Entstehung der Garungsnebenprodukte, als der 
Nachweis gelang, daB ein wichtiger Teil derselben nicht zu den 
Spaltungssubstanzen des Zuckers, sondern zu den normalen 
EiweiSstoffwechselprodukten der lebenden Hefe gehért. Im 
Jahre 1905 konnte ich zuerst zeigen’), daB die im Fuselél vor- 
kommenden héheren Alkohole, insbesondere die beiden Amyl- 
alkohole, deren Herkunft aus Zucker man seit Pasteur irr- 
tiimlich meist als bewiesen angenommen hatte, sich bei der 
Garung durch eine assimilierende eiweiBaufbauende Tatigkeit 
der Hefezellen bilden aus den entsprechenden um ein Kohlen- 
stoffatom reicheren Aminoséuren des Nahrbodens oder der Hefe 
selbst. Diese zunichst beim Leucin, Isoleucin und Valin auf- 
gefundene Reaktion erwies sich dann als allgemein giiltig. 
Samtliche bisher untersuchten a-Aminoséuren unterliegen bei 
Einwirkung von Hefe, wenn gleichzeitig Zucker zugegen ist, 
einer alkoholischen Garung, die stets neben der Zuckergaérung 
verlauft und unter Abspaltung von Kohlensaéure und Ammoniak, 
das von der Hefe sofort fiir ihre EiweiBsynthese benutzt wird, 
zu dem entsprechenden Alkohol fihrt im Sinne der allgemeinen 
Gleichung: 

R.CHNH,.CO,H +- H,O = R.CH,OH -+- NH, +- CO,. 

Neben den Alkoholen bilden sich bei der Garung der 
Aminosauren, wenn auch in viel geringeren Mengen, meist auch 
die zugehérigen Aldehyde und Fettsaéuren, z. B. aus dem Leucin 
neben Amylalkohol Valeraldehyd und Valeriansaure. 


1) F. Ehrlich, Uber die Entstehung des Fuseléls. Zeitschr. d. 
Vereins d. Deutsch. Zuckerind. 55, 539, 1905. — Die chemischen Vor- 
gange bei der Hefegirung. Diese Zeitschr. 2, 52, 1906.— Zur Frage der 
Fuselélbildung der Hefe. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 4072, 1906. — 
Uber die Bedingungen der Fuselélbildung und iiber ihren Zusammenhang 
mit dem EiweiBaufbau der Hefe. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 1027, 
1907. 
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Es lag daher der Gedanke nahe, da8 vielleicht auch die 
Bernsteinséure bei der Hefegirung ahnlichen Vorgangen wie die 
Fuselélbildung ihre Entstehung verdankt. Darauf schienen be- 
reits manche bisherigen Beobachtungen hinzudeuten. So muBte 
es auffallen, daG die Bernsteinsaiure sich ganz analog dem Fuselél 
gerade dann am meisten bildet, wenn die Garung sehr in- 
tensiv verliuft oder aber wenn sie nur sehr schwach vor sich 
geht und die Hefe im Absterben begriffen ist. Auch war in 
dieser Hinsicht bemerkenswert, da bei der Selbstgiérung und 
Autolyse der Hefe ebenso wie die héheren Alkohole auch stets 
Bernsteinséure') in nicht unbetrichtlichen Quantititen auf- 
gefunden wurde. SchlieBlich war es trotz unzahliger Varia- 
tionen der Garungsbedingungen niemals gelungen, die Ausbeute 
der Bernsteinsiure in allen diesen Fallen iiber den schon von 
Pasteur beobachteten relativ geringen Betrag zu steigern, was 
doch méglich sein miiBte, wenn die Bernsteinsaiure ein normales 
Zuckerspaltungsprodukt gleichwertig dem Alkohol und der 
Kohlenséure ware. 

Angesichts der groBen Ahnlichkeit ihrer chemischen Kon- 
stitution schienen nun als Muttersubstanzen der bei der Garung 
auftretenden Bernsteinsiure in erster Linie die Aminodicarbon- 
siuren in Betracht zu kommen, unter ihnen besonders die 
Asparaginsaure. 

Von dieser Aminoséure hatte ich friiher in meiner ersten 
Arbeit iiber die Entstehung des Fuseléls*) angenommen, da 
sie ebenso wie das Leucin bei Einwirkung der Hefe einer alko- 
holischen Garung im Sinne der obigen allgemeinen Gleichung 
unterliegt, wobei sich sehr wahrscheinlich auch aus der zweiten 
Carboxylgruppe Kohlendioxyd abspalten muBte: 

CO,H.CH,.CH(NH,).CO,H -+- H,O 
== CH, .CH,OH -+- 200, -+- NH,. 

Demnach hatte also aus der Asparaginséure Athylalkohol 
und aus der in der Natur nicht minder verbreiteten Glutamin- 
siure Propylalkohol entstehen miissen: 





1) E. Salkowski, Zeitechr. f. physiol. Chem. 13, 506, 1889; 54, 
398, 1908. — M. Schenk, Wochenschr. f. Brauerei 22, 221, 1905. 

2) F. Ehrlich, Zeitschr. d. Vereins d. Deutsch. Zuckerind. 55, 
566, 1905. 
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CO,H.CH, .CH,.CH(NH,).CO,H + H,O 
— CH,.CH,.CH,OH ++ 2CO, + NH,. 


Damit schien auch eine plausible Erklarung der Entstehung 
des n-Propylalkols gegeben, der in Mengen von 4 bis 7°/, 
regelmaBig im Fuselél zu finden ist. 

Meine weiteren Untersuchungen haben nun fiir einen in 
derartiger Richtung verlaufenden Abbau der beiden Amino- 
siuren bei der Garung keine Anhaltspunkte gegeben, so da8 
also die richtige Deutung der Bildung des Propylalkohols durch 
die Hefe vorlaufig noch aussteht. Alle Anzeichen wiesen viel- 
mehr darauf hin, daB die Vergarung der Asparagin- und Glut- 
aminsiure abweichend von der der Aminomonocarbonsauren 
vor sich geht. Da die Hefe die Aminoséuren spaltet, um ihr 
Stickstoffbediirfnis zu befriedigen, so war es nicht unwahrschein- 
lich, da8 in diesem Fall nur eine einfache Desamidierung er- 
folgte, wahrend die beiden Carboxylgruppen intakt blieben, da8 
sich also aus der Asparaginséure Bernsteinsiure: 

CO,H.CH,.CH(NH,).CO,H -+- H, 
= CO,H.CH,.CH,.CO,H + NH,, 
aus der Glutaminsaéure Glutarsiure bildete: 
CO,H.CH,.CH,.CH(NH,).CO,H -++- H, 
= CO,H.CH,.CH,.CH,.CO,H + NH,. 

Eine solche einfache Ammoniakabspaltung aus Aminoséuren 
ist bisher im wesentlichen nur bei Faulnisvorgingen beobachtet, 
und man nimmt ja schon seit lingerer Zeit an, daB gerade die 
bei der Fauinis und dhnlichen Bakteriengarungen sowie bei der 
Autolyse aufgefundene Bernsteinsiure') durch eine derartige 
Desamidierung aus der Asparaginsaéure entsteht. Da nun auch 
bei der Selbstgirung der Hefe Asparaginsiure*) neben Bern- 
steinséure isoliert worden ist, so erschien die Bildung dieses 
Garungsproduktes aus der entsprechenden Aminosaure durchaus 


1) E.u. H. Salkowski, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 12, 650, 1879. — 
E. Salkowski, Zeitschr. f. klin. Med. 17, Suppl. 77, 1890. — F. Blumen- 
thal, Virchows Archiv 137, 539, 1894. — Magnus- Levy, Beitrige z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 2, 261, 1902; Magnus-Levy, Physiologie des Stoff- 
wechsels. Handb. d. Pathol. d. Stoffw. von C. v. Noorden, 1, 90. 

2) Kutecher, Zeitechr. f. physiol. Chem. 32, 59, 1901. — M. Schenk, 
a, a. O. 
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im Bereich der Méglichkeit liegend, und ich*) hatte deshalb 
schon in einer im Jahre 1906 in dieser Zeitschrift veréffent- 
lichten Arbeit ,,Uber die chemischen Vorginge bei der Hefe- 
girung’‘ dahingehende Giarversuche mit Asparaginsiure und 
Glutaminsiure angekiindigt und mir ihre weitere Ausfiihrung 
ausdriicklich vorbehalten. 

Die bereits im selben Jahre angestellten Vorversuche er- 
gaben nun ein sehr iiberraschendes Resultat. Es zeigte sich 
nimlich, daB bei der Vergirung von Zucker und Hefe unter 
Zusatz von Asparaginséure keine Erhéhung der Ausbeute an 
Bernsteinsiure eintritt, sondern eine Erniedrigung gegeniiber 
dem Versuch ohne Zusatz. Bei Zufiigung von Glutaminsdure 
lieS sich keine Spur Glutarsiure nachweisen, dagegen waren 
bei alleinigem Zusatz dieser Aminoséure aus der vergorenen 
Lésung stets sehr betriachtliche, den normalen Gehalt weit iiber- 
steigende Mengen von Bernsteinsiure zu isolieren. Daraus ging 
schon klar hervor, da8 die Glutaminsaure die Mutter- 
substanz der bei der Hefegirung entstehenden Bern- 
steinsaiure bildet. Dieses Resultat wurde voll bestatigt durch 
meine weiteren Untersuchungen, die ferner bewiesen, daB die 
Bernsteinsaéurebildung vollkommen analog der Fusel- 
élbildung verlauft und da8 demnach auch die Bernstein- 
séure kein normales Zuckerspaltungsprodukt, sondern 
ein Eiwei8stoffwechselprodukt der Hefe darstellt. Uber 
die Ergebnisse dieser Untersuchungen und mehrere damit in Zu- 
sammenhang stehende Fragen, die den Chemismus des Eiwei8- 
aufbaues der Hefe betreffen, sei im folgenden eingehender be- 
richtet. 


Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden in dhnlicher Weise angestellt, wie 
ich dies in den Arbeiten iiber meine Methode der Spaltung 
racemischer Aminoséuren durch Hefe beschrieben habe. *) 

Um méglichst viel Stickstoffsubstanz umzusetzen und gréBere 
Quantitaéten Bernsteinséure entstehen zu lassen, wurden relativ 
betriichtliche Mengen von Zucker und Hefe vergoren. Die 
Zuckerlésungen gelangten meist in einer Konzentration von 


1) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 2, 75, 1906. 
*) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 1, 8, 1906; 8, 438, 1908. 
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10°/, zur Vergérung. Gewdéhnlich wurden 100 bis 200 g Zucker 
mit 1 bis 10 g der betreffenden Stickstoffverbindung in 1 bis 2 | 
destilliertem oder Leitungswasser gelést und mit 50 bis 100g 
Hefe angesetzt.') Die Vergirung geschah bei Zimmertemperatur 
in groBen 3 bis 41 fassenden Glaskolben, die mit einem Schwefel- 
sdauregarverschlu8 versehen waren. Um bessere Vergleichsresul- 
tate zu erzielen, wurden die Versuche in jedem Fall so lange 
fortgefiihrt, bis eine unter Zusatz von Tonerdebrei abfiltrierte 
wasserklare Probe der Fliissigkeit die Naphtholreaktion auf Zucker 
nicht mehr gab. Nach beendeter Girung wurde die Hefe durch 
Absaugen iiber Tonfilter von der Lésung getrennt, wiederholt 
griindlich mit Wasser nachgewaschen und das gesammelte hefe- 
freie Filtrat in Porzellanschalen zuerst iiber freier Flamme, dann 
auf dem Wasserbade vorsichtig zum Sirup eingeengt. Dieser 
Sirup diente nunmehr zur Bestimmung der bei der Garung ent- 
standenen Bernsteinsaure. 

Bernsteinsaurebestimmung. Daes fiir die Entscheidung 
der vorliegenden Frage wichtig war, bei jedem Giarversuch den 
exakten chemischen Nachweis der Bernsteinséure durch die 
Analyse oder zum mindesten durch den Schmelzpunkt zu er- 
bringen, so glaubte ich von allen indirekten Bestimmungs- 
methoden absehen zu miissen, die meist infolge der Anwendung 
von oxydierenden Mitteln besonders bei Gegenwart organischer 
Stickstoffverbindungen leicht zu irrtiimlichen Annahmen iiber 
den Bernsteinsaéuregehalt fiihren konnen. Es wurde daher in allen 
Fallen eine direkte Isolierung der Siure durch Atherextraktion 
vorgenommen, die wie im folgenden beschrieben gereinigte Sub- 
stanz durch Wagung bestimmt und naher identifiziert. Wenn 
dieses Verfahren auch auf absolute Genauigkeit keinen Anspruch 
erheben kann, so liefert es doch fiir die Zwecke der vorliegenden 
Untersuchung, bei der es sich in erster Linie um relative Ver- 
gleichsresultate handelt, hinreichend exakte Werte. 

Zur Bestimmung der Bernsteinsiisre wurde der aus der 
vergorenen Fliissigkeit gewonnene Sirup mit 300 bis 500 ccm 


1) Als Hefen dienten wieder obergirige Hefe, vorwiegend Rasse XII 
neben II und M, und untergirige Bierhefe, die mir simtlich vom Ber- 
liner Institut fiir Garungsgewerbe in liberalster Weise zur Verfiigung ge- 
stellt waren. Die Hefe wurde bei fast allen Versuchen stets frisch be- 
reitet angewandt. 
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Wasser aufgenommen, mit 30 ccm 10°), iger Schwefelséure ver- 
setzt und mit Ather erschépfend extrahiert. Infolge der un- 
gemein starken Emulsionsbildung der vergorenen Lésungen war 
ein quantitatives Ausithern derselben im Schiitteltrichter voll- 
kommen unmdglich. Die Extraktion wurde daher unter An- 
wendung von viel Ather in dem von Zelmanowitz') kon- 
struierten Apparat vorgenommen, der sich hierfiir ausgezeichnet 
bewahrt hat. Der Apparat gestattete auch bei weitgehender 
Emulsion der wasserigen und atherischen Schicht ein vollstan- 
diges Herauslésen der Bernsteinsiure, die bei einem durch- 
schnittlichen Volumen der wisserigen Lésung von 500 ccm und 
des dariiber geschichteten Athers von 1 bis 1"/, 1 gewéhnlich 
in ca. 48 Stunden quantitativ gewonnen wurde. Um ganz sicher 
zu gehen, wurde die Extraktion in jedem Falle 72 Stunden 
durchgefiihrt. Aus dem gesammelten Atherextrakt wurde der 
Ather auf dem Wasserbade verdampft, der Riickstand mit 
100 bis 200 com Wasser aufgenommen, die Lésung zur Ent- 
fernung dliger und triibender Bestandteile mit reiner Tierkohle 
einige Zeit gekocht, dann filtriert und die Kohle auf dem Filter 
wiederholt mit heiBem Wasser ausgewaschen. Das wasserklare 
Filtrat zusammen mit den Waschwassern in einer Porzellan- 
schale auf dem Wasserbade eingedampft ergab einen meist 
braunlich gefairbten, gewéhnlich sofort krystallisierenden Sirup, 
der zur vollstandigen Abscheidung der Bernsteinsdure 24 Stunden 
kiihl aufbewahrt wurde. Das Krystallgemisch wurde dann direkt, 
ev. nach Verriihren mit einigen Tropfen eiskalten Wassers, 
in diinner Schicht auf quantitative Tonplatten gestrichen und 
bis zum vollstandigen Einziehen der Mutterlauge getrocknet. 
Die zuriickbleibenden Krystalle waren meist fast vollkommen 
farblos. Im Falle sie noch eine Farbung von anaaftender Mutter- 
lauge zeigten, war es mdéglich, diese durch Aufbringen von wenigen 
Tropfen Wasser véllig in den Ton einziehen zu lassen, ohne 
daB die Bernsteinsiure dabei gelést wurde. Die schlieBlich von 
dem Ton vorsichtig heruntergenommene Substanz wurde im 
Trockenschrank bei 110° vollstandig getrocknet und dann als 
Bernsteinsiure zur Wagung gebracht. Sie zeigte fast stets so- 
fort den fiir Bernsteinsiure charakteristischen Schmelzpunkt 


1) Diese Zeitschr. 1, 253, 1906. 
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und war in allen Fallen nach einmaligem Umkrystallisieren 
chemisch absolut rein, wie auch die Verbrennungsanalyse be- 
statigte. 

Die folgenden beiden Kontrollversuche ergeben auBer der 
Arbeitsweise des Extraktionsapparates die relative Genauigkeit 
der beschriebenen Bestimmungsmethode: 

I. Die vergorene Lésung von 200 g Zucker mit 100 g Hefe 
wurde nach Filtration der Hefe und Eindampfen auf ca. 200 ccm 
nach Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure im Zelmanowitz- 
scher Extraktionsapparat erschépfend mit Ather extrahiert, so 
daB8 auch nach Erneuerung des vorgelegten Athers und weiterer 
24 stiindiger Extraktion keine Spur Bernsteinsiure zu isolieren 
war. Darauf wurde die wiasserige Schicht im Apparate mit einer 
Lésung von genau 1,0 g reiner Bernsteinsiure vermischt und 
die gesamte Lésung nun wie beschrieben mit Ather extrahiert 
und auf Bernsteinsiure verarbeitet, wobei der vorgelegte Ather 
alle 24 Stunden ernevert wurde. Die Extraktion lieferte 


in den ersten 24 Stunden 0,67 g Bernsteinsiure 
» »» folgenden 24 - 0,30 g as 
— - 24 - 0,04 g os 
as oa is 24 - 0,00 g - 





Wiedergefunden Sa. 1,01 g Bernsteinsiure. 

Der Versuch zeigt also, da8 schon in den ersten 24 Stunden 
?/, der Gesamtmenge Bernsteinsiure durch den Apparat extra- 
hiert waren und daf die Extraktion nach 48 Stunden bereits 
so gut wie beendet, nach 72 Stunden quantitativ durchgefiihrt ist. 

II. Eine mit Hefe vergorene Zuckerlésung wurde nach dem 
Eindampfen zum Sirup mit Wasser zu 1 | Gesamtfliissigkeit auf- 
gefiillt. In 500 ccm dieser Lésung wurde der Bernsteinsaure- 
gehalt nach der beschriebenen Methode bestimmt (72 stiindige 
Extraktion). Er betrug 0,34 g Bernsteinsiéure. In den anderen 
500 ccm der Lésung wurde 1,0 g reine Bernsteinsdiure aufgelost 
und dann die Bestimmung genau so ausgefiihrt. Zuriickgewinnen 
lieBen sich in diesem Fall 1,32 g Bernsteinsaure. 


Bernsteinsaurebildung bei Vergiirung von Zucker mit Hefe 
unter Zusatz verschiedener Aminosiauren. 
Da es sich in erster Linie darum handelie, Anhaltspunkte 


fiir die Muttersubstanz der Bernsteinsiure bei der Hefegérung 
Biochemische Zeitechrift Band 18. 26 
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zu gewinnen, wurde zunichst eine Reihe von Versuchen*) 
mit verschiedenen Aminosaiuren angestellt, die in ahnlichen 
Mengenverhiltnissen wie bei meinen Arbeiten iiber die Fusel- 
élbildung garender Zuckerlésungen zugesetzt wurden. Zur An- 
wendung kam frisch bereitete und abgepreBte obergirige Hefe, 
Rasse XII, von der eine gréSere Portion auf simtliche Fliissig- 
keiten zu gleicher Zeit zur Einwirkung gelangte. Als Amino- 
siuren dienten reinste Kahlbaumsche Priaparate. Die Glut- 
aminsiéure war vorwiegend aus Dessauer Melasseschlempe nach 
dem Andrlikschen Verfahren*) dargestellt, sie zeigte den von 
E. Fischer*) angegebenen Schmelzpunkt 208° und in salz- 


saurer Lésung das spezifische Drehungsvermégen [a] =-+ 31,4° 


(E. Fischer -++ 30,85°). Die Fliissigkeiten wurden sofort nach 
beendeter Giarung auf Bernsteinséure verarbeitet. 


Es wurden vergoren in Lésung von 21 Wasser: 








Gebildete | Schmelz- 
pee Zucker! Hefe | wud 7 Menge | "rolierten 
such Unter Zusatz von Géarung Bernstein- Bernstein- 
Nr. | | in Tagen | séure | onkrystalli 

S Foe | gi § | olert 
1 | 200 | 100 | — 3 | 047 (183—184° 
2 | 200 | 100 |10g dl-Alanin 1 | 0,24 |182—183¢ 
3 200 | 100 5g di-Leucin 2 | 028 | 183° 
4 | 200 | 400 |10g Asparaginsiure 2 0,31  183—184° 
5 | 200 | 100 |10g Asparagin l 0,24 183—184° 
6 200 | 100 10g Glutaminsiure 2 3,10 184° 


Die Resultate der Versuche zeigen deutlich, da8 bei Zu- 
satz von Alanin und Leucin eine Verminderung der Bernstein- 
séuremenge fast um die Hilfte gegeniiber der bei der Vergirung 
von Zucker mit Hefe fiir sich stattfindet. Fast genau dieselbe 
Erniedrigung der Ausbeute an Bernsteinsiure beobachtet man 
aber bei Zusatz sowohl von Asparaginsiure wie von Aspa- 


1) Einzelne Resultate dieser Versuche sind bereits in einem Referat 
iiber meinen Vortrag vor der Deutschen chemischen Gesellschaft in Berlin 
am 22. Juli 1907 in der Wochenschr. f. Brauerei 1907, Nr. 30, 393 
verdffentlicht. 

®) Zeitschr. d. Ver. d. Deutsch. Zuckerind. 53, 829, 1903; Ber. d. 
V. intern. Kongr. f. angew. Chem., Berlin 3, 450, 1903. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2470, 1899. 
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ragin, so da§i schon aus diesen Befunden ohne weiteres zu er- 
sehen ist, daB aus letzteren beiden Verbindungen Bernsteinsaéure 
bei der Garung sicher nicht entsteht. 

Dagegen la8t sich auf Zusatz von Glutaminsaure in Ver- 
such Nr. 6 ein enormes Ansteigen der Bernsteinsiuremenge um 
mehr als das Zehnfache gegeniiber den Versuchen mit allen 
anderen Aminoséuren feststellen. Es kann daher schon auf 
Grund dieses Resultats kein Zweifel mehr dariiber bestehen, 
da8 die Glutaminséure die Muttersubstanz der Bern- 
steinsfiure bei der Hefegérung bildet. Die in diesem 
Falle gefundene Menge Bernsteinsiure von 3,1 g entspricht 
theoretisch 3,9 g umgesetzter Glutaminséure. DaB es sich hier 
wirklich um fast absolut reine Bernsteinsiure handelt, zeigt die 
weitere Untersuchung der Substanz. 

Zu diesem Zwecke wurden die zuerst isolierten 3,1 g fast 
farbloser Saéure aus wenig Wasser unter Behandlung mit Tier- 
kohle umkrystallisiert. Es gelang auf diese Weise durch ein- 
maliges Umlésen 2,85 g reine Bernsteinsiure zu gewinnen, die 
bei 110° getrocknet scharf bei 184° schmolz. Ihre Reinheit 
wird durch die Elementaranalyse der Substanz und die Analyse 
ihres Silbersalzes bestatigt. 


0,1260 g Substanz: 0,1895 g CO,, 0,0559 g H,O. 
C,H,O, Ber. C 40,68 H 5,08 
Gef. C 41,02 H 4,97 


Das iiber das Ammoniaksalz dargestellte Silbersalz der 
Saure wurde nach dem Trocknen bei 100° analysiert. 


0,5738 g Substanz: 0,3700 g Ag. 
C,H,0,Ag, Ber. Ag 65,06 
Gef. Ag 64,48. 


Bernsteinsiurebildung bei Vergirung von Zucker und Hefe 
ohne Zusatz, 


Nachdem auf diese Weise festgestellt war, daB die Bern- 
steinsiure bei der Garung aus Glutaminsaure entsteht, erhob 
sich weiterhin die Frage, wie diese Bildung im einzelnen zu- 
stande kommt und ob sie namentlich ahnlich der des Fuseldls 
verlauft. Hierfiir schien es zuniachst wichtig zu untersuchen, 
welche Mengen Bernsteinsaure sich bei der Vergarung von Zucker 

26* 
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mit der angewandten Hefe allein bilden, da diese Zahlen fiir 
die spateren Untersuchungen als Vergleichswerte dienen muBten. 

Die folgenden Garversuche wurden mit wechselnden Quanti- 
taten von Zucker und PreBhefe angestellt, die zu verschiedenen 
Zeiten sowohl in frischem wie in altem Zustande entnommen 
waren. Der Zucker wurde stets in 21 Wasser aufgelést und 
ebenso wie bei den vorigen Versuchen ohne Zufiigung von 
Nahrsalzen mit Hefe vollstaéndig bis zum Verschwinden der 
Naphtholreaktion vergoren. 
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| 
| Bern- 
Ver- Zucker Hefe is Pe stein- 
-_ Pee ate Art der Hefe 
ok 6) 8: eee) 
7 | 200 | 100 | 2 | 0,80; Rasse II 
8 | 200 | 100 | 3 | 0,47 
9 | 100 | 200 | 1 | 0,42 || Rasse XII, von verschiedenen Be- 
10 | 200 40 | 5 | 0,50 | | reitungen herstammendeHefeproben 
11 | 200 | 100 | 3 | 1,20 | 
12 | 200 | 50 | 4 | 0,86 |) Rasse XII, ein und derselben Probe 
13 | 200 | 75 4 | 0,78 | extoommen und zu gleicher Zeit 
14 | 200 | 100 | 4 | 0,79 |) angesetzt 
15 | 200 | 100 | 3 | 0,67| Rasse XII ganz frisch 
16 200 | 100 | 3 | 0,71 | Von derselben Probe nach 3 Tagen 
17 | 200 | 100 | 3 | 0,60 | Von derselben Probe nach 4 Wochen 
18 300 | 50 | 7 | 0,89 | Untergirige Bierhefe abgepreBt 


Bei der Vergérung von reinen Zuckerlésungen mit Rein- 
zuchthefe fiir sich entstehen also, wie aus den vorstehenden 
Zahlen zu ersehen ist, sehr stark wechselnde Mengen von Bern- 
steinsiure, die je nach der angewandten Quantitét und dem 
Mengenverhaltnis von Hefe und Zucker, je nach der Art der Zu- 
sammensetzung und Bereitung der Hefe schwanken. Auf das Ge- 
wicht des vergorenen Zuckers berechnet, betrug die Ausbeute an 
Bernsteinsaure 0,24 bis 0,60°/,, wahrend Pasteur friher fiir diese 
Zahl 0,4 bis 0,7°/, angegeben hat. Doch ist zu beachten, da8 
Pasteur meist mit Wiirzen oder kiinstlich zusammengesetzten 
Nahrlésungen arbeitete, in denen die spurenweise eingeimpfte 
Hefe sich langsam unter Garung fortentwickelte, wahrend die hier 
vorliegenden Versuche der Einfaehheit und des besseren Ver- 
gleichs wegen mit einem groBen Uberschu8 bereits fertig ge- 
bildeter Hefe ohne Anwendung von Nahrsalzen in der Lésung 
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angestellt wurden. Im iibrigen erscheint die Berechnung der 
bei der Garung entstandenen Bernsteinsiure auf Zucker jetzt 
von geringerer Bedeutung, nachdem festgestellt ist, da8S Kohlen- 
hydrate nicht das Ausgangsmaterial fiir dieses Girprodukt sind. 

Fiir die Bildung von Bernsteinsiure aus Zucker und Hefe 
ist leicht eine Erklarung zu geben, wenn man sie unter den 
friiher fiir die Fuselélbildung entwickelten Gesichtspunkten') 
betrachtet. Im Eiwei8 der Hefe ist neben Leucin und anderen 
Aminosaéuren auch Glutaminsiure enthalten. Ihre Anwesenheit 
ist gerade in den hier benutzten Hefen des Instituts fiir Garungs- 
gewerbe von M. Schenck*) nachgewiesen, der auch gezeigt hat, 
daB diese Aminosdiure besonders bei der Autolyse der Hefe auf- 
tritt. Wenn nun Hefe in Zuckerlésungen eingetragen wird, die 
keine Stickstoffnahrung enthalten, so vermag die Hefe wohl 
den Zucker zu vergiaren, es findet aber zunichst keine Fort- 
entwicklung der Zellen statt, da diesen die notwendigsten Nahr- 
mittel fehlen. Infolgedessen wird ein groBer Teil der Hefezellen 
geschwicht werden und schlieBlich allmahlich absterben, wobei 
die aus den absterbenden Zellen austretenden Inhaltsstoffe in 
Lésung gehen und nun anderen noch lebenden Zellen zur Nahrung 
dienen. Bei diesem Vorgang mu nun stets auch eine Auto- 
lyse des HefeeiweiBes stattfinden, die schon eintreten kann, wenn 
die Hefezellen durch irgendwelche auSere Einwirkung in ihrer 
Tatigkeit gehemmt oder geschadigt sind, und die naturgemaS 
um so intensiver sein wird, je weiter die Hefe im Absterben 
begriffen ist. Die bei der Selbstverdauung der Hefe aus dem 
Eiwei8 abgespaltenen Aminoséuren, darunter die Glutaminsaure, 
wandern in die umgebende Filiissigkeit und von hier weiter 
durch die Zellmembran noch frischer Hefezellen, von denen 
sie zur Assimilation verwendet werden. Dieser Assimilations- 
proze8 verliuft nun, wie ich in friiheren Arbeiten auseinander- 
gesetzt habe, nicht in der Weise, daB das ganze Molekiil der 
Aminosaéuren an das schon vorhandene EiweiB der Hefe an- 
gelagert wird, sondern es tritt eine Spaltung der Aminoséuren 
in Ammoniak und einen stickstofffreien Komplex ein, der even- 
tuell nach weiterer Umwandlung (Oxydation oder Reduktion) 
als Stoffwechselendprodukt die Hefezelle verla®t, wahrend das 
4) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 1027, 1907. 

2) Wochenschr. f. Brauerei 22. 221, 1905. 
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Ammoniak zusammen mit Bruchstiicken des Zuckers von der 
Hefe zu Kérperprotein aufgebaut wird. So spaltet sich aus 
dem durch Abbau des HefeeiweiBes entstandenen Leucin, wie 
friiher gezeigt, Amylalkohol, aus der auf demselben Wege neben- 
her gebildeten Glutaminsiure in noch naher zu erdérternder 
Weise Bernsteinséure ab, die dann durch die Membran der 
Hefezellen in die auBere Fliissigkeit diffundieren und sich hier, 
da sie von der Zelle nicht weiter angegriffen und verwertet 
werden kénnen, allmahlich anreichern. Der geschilderte Vor- 
gang wird sich im Verlaufe der Garung fortwahrend wieder- 
holen, sténdig werden aus absterbenden Zellen des Pilzes durch 
Autolyse Aminosiuren abgespalten, die von noch assimilations- 
fahigen Zellen weiter zerlegt werden, wobei neues Eiwei8 auf- 
gebaut wird, waihrend immer mehr Stoffwechselprodukte in die 
auBere Fliissigkeit iibergehen. 

Infolge dieses eigentiimlichen Kreislaufes des Stickstofis 
kénnen also schlieBlich sehr betrichtliche Mengen von Bern- 
steinsiure ebenso wie von Fuselél auch bei der Vergiérung von 
reinen Zuckerlésungen mit Reinzuchthefe entstehen, besonders wenn 
man sich vorstellt, daB die Zerlegung des HefeeiweiBes durch 
die Autolyse nicht auf einmal, sondern sukzessive erfolgt und 
da8B dabei Aminosauren, wie die Glutaminsaure und das Leucin, 
gerade anfangs abgespalten und sofort nach ihrer Abspaltung 
weiter abgebaut werden. Genau so wie die Fuselél- muB die 
Bernsteinséurebildung ihr Ende erreichen, wenn entweder alle 
Hefezellen abgestorben sind oder der Zucker vollstaindig ver- 
goren ist, dessen Anwesenheit und Zerfall fiir die Entstehung 
dieser Giarungsnebenprodukte, ohne da8 er sich selbst direkt 
daran beteiligt, wie spiaiter gezeigt wird, unbedingt erforder- 
lich ist. 

Die vorstehende Betrachtungsweise macht die verhiiltnis- 
maBig groBen Schwankungen der bei der Vergirung von Zucker 
und Hefe fiir sich entstehenden Mengen Bernsteinsiure ohne 
weiteres verstindlich. Denn da die zu diesen Versuchen be- 
nutzte, im groBen fabrikmaBig hergestellte PreBhefe in Wiirzen 
verschiedenster Herkunft und der verschiedensten Zusammen- 
setzung hinsichtlich ihres Gehalts an Salzen, Stickstoff usw. 
aufgeziichtet wird und da die weitere Behandlung der fertigen 
Hefe in bezug auf ihre Abpressung, Aufbewahrung usw. nie 
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ganz gleichmaBig erfolgt, so ist es klar, daB die zu vevschie- 
denen Zeiten gewonnenen Hefen sehr grofe Unterschiede in 
ihrem Gehalt an Trockensubstanz, Stickstoff, Asche usw. auf- 
weisen. Diese Unterschiede machen sich dann bei der Garung 
u. a. dahin geltend, daB auch bei gleichbleibenden Girungs- 
bedingungen infolge des verschiedenen Stickstoffgehalts die Auto- 
lyse und Assimilationsfihigkeit der Hefen eine sehr verschiedene 
ist, daB dementsprechend gréBere oder geringere Mengen Glut- 
aminsdure aus dem Hefeeiwei8 in Lésung gehen und wieder 
assimiliert werden, so daB schlieBlich auch bei Einwirkung des 
gleichen Gewichts zu verschiedenen Zeiten bezogener Hefe auf 
dieselbe Menge Zucker unter Umstinden sehr stark wechselnde 
Mengen Bernsteinséure entstehen kénnen. So erklart es sich, 
da8 in den Versuchen 8 und 11 der obigen Tabelle, bei denen 
auf 200g Zucker jedesmal 100 g PreBhefe derselben Rasse, 
aber von verschiedenen Chargen der Fabrikation herriihrend, 
zur Anwendung kamen, in einem Falle nur 0,47 g, im anderen 
dagegen 1,20 g Bernsteinséure erhalten wurden. Dagegen zeigte 
es sich, da8, wenn die Hefe ein und derselben gréSeren Probe 
entnommen war, bei gleichmaBig angesetzten Parallelversuchen 
auch fast immer ungefahr dieselbe Ausbeute an Bernsteinsiure 
erzielt wurde (Versuch 15 bis 17), was fiir die spateren Ver- 
gleichsversuche von Wichtigkeit erscheint. Von allgemeinerer 
Bedeutung ist noch, daB sich aus den Garversuchen mit Zucker 
und Hefe ergeben hat, da8 die Bildung der Bernsteinséure pro- 
portional der alkoholischen Garung des Zuckers verlaiuft. Diese 
Erscheinung war friiher irrtiimlich immer als Beweis fiir die 
Entstehung der Bernsteinsiure aus dem Zucker gedeutet: worden. 
Sie ist aber vollkommen mit den Anschauungen der hier ent- 
wickelten Theorie vereinbar, wenn man bedenkt, da8 der Ei- 
weiBstoffwechsel der Hefe normalerweise nur vor sich geht, 
wenn Zucker zugegen ist, und dementsprechend um so mehr 
Aminosiurestickstoff umgesetzt und Bernsteinséure ausgeschieden 
wird, je mehr Zucker die Hefe vergaren kann. Hiermit stimmt 
auch iiberein, da8 bei vollstandiger Vergirung ein und desselben 
Gewichtes Zucker mit verschiedenen Mengen derselben Hefe 
stets ungefahr dieselbe Quantitat Bernsteinsaure resultieren muB 
(Versuch 12 bis 14), da offenbar unabhangig von der Anzahl 
der vorhandenen Hefezellen die totale Zerlegung des Zuckers 
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in allen Fallen die Umsetzung der gleichen Menge Aminosaure 
herbeifiihrt. 

DaB die Bernsteinséurebildung der Hefe sicher mit ihrer 
Stickstoffernahrung in Zusammenhang steht, laé6t sich iibrigens 
schon aus den ersten hier mitgeteilten Versuchen (Nr. 1 bis 5) 
folgern. In diesen Fallen war eine deutliche Erniedrigung der 
Ausbeute an Bernsteinsaure fast um die Halfte zu konstatieren, 
wenn vor der Garung auBer Zucker noch Aminosaéuren wie 
Alanin, Leucin, Asparaginsaéure usw. in der Fliissigkeit aufgelést 
waren. Man mu annehmen, daB bei Gegenwart derartiger 
leicht assimilierbarer Stickstoffverbindungen die Hefe geniigende 
Stickstoffnahrung vorfindet und infolgedessen ihr eigenes Eiwei8 
bedeutend weniger angreifen und entsprechend weniger Glut- 
aminsaéure und Bernsteinsiure ausscheiden wird. Das geht auch 
aus den folgenden Versuchen hervor, die fernerhin zeigen, da8 
ein Zusatz von Ammonsalzen zu giarenden Zuckerlésungen eben- 
falls in diesem Sinne auf das Hefeeiwei8 schiitzend wirken und 
zugleich mit der Selbstverdauung der Hefe auch die Bernstein- 
séurebildung erheblich einschranken kann. 

Die Versuche wurden mit je 21 10°/,iger Zuckerlésung zu 
gleicher Zeit angesetzt. 











Versuch | Zucker | Hefe Zugesetze Stickstoff- |D Gare der| Bernstein- 
aérung | sdure 
Nr. | substanz lin Tagen | 
ae u =—— = 
200 50 - | 4 | 0,86 
19 200 ~——ti‘é‘éS“ 5g Asparagin | 4 | 0,20 
2,5g Ammonium- | 
20 200 | 50 phosphat | 3 0,25 
| 4g Ammonium- | 
21 200 50 |  ‘carbonat | 3 | 0,10 





Wenn die Bernsteinsaurebildung selbst durch Zugabe von 
sehr groBen Mengen assimilierbarer Stickstoffsubstanzen nicht 
vollstandig unterdriickt werden kann, wie die Zahlen der Tabelle 
zeigen, so ist die Ursache darin zu suchen, daB die in sehr 
groBem UberschuB8 vorhandenen, sich gegenseitig beeinflussenden 
Hefezellen auch bei bester Ernahrung oder vielleicht gerade 
infolge einer gewissen Ubersattigung doch zu einem kleinen Teil 
absterben und dadurch anderen Zellen das Material fiir die Ent- 
stehung dieser relativ geringen Mengen Bernsteinsaure liefern. 
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Die Verhialtnisse liegen in dieser miastehe ganz ahnlich wie bei 
der Fuseldlbildung. : 


Bernsteinséurebildung bei Zusatz von Glutaminsiiure und 
ihre Beeinflussung durch andere Stickstoffsubstanzen. 


Es war nun weiter zu untersuchen, bis zu welchem Grade 
garenden Zuckerlésungen zugesetzte Glutaminsdure von der Hefe 
umgesetzt und zu Bernsteinséure verarbeitet wird. In dem 
ersten oben mitgeteilten Versuch (Nr. 6), bei dem 200 g Zucker 
mit 100 g PreBhefe unter Zusatz von 10 g Glutaminsiure ver- 
goren waren, betrug die Ausbeute an Bernsteinsaure 3,1 g, d. bh. 
also nur 39°/, der Theorie. Offenbar war bei diesem Versuch 
die angewandte Quantitat Hefe und Zucker zur Bewiltigung so 
groBer Mengen der Aminosaéure nicht geniigend, so da® ein 
groBer Teil derselben unangegriffen blieb, von dem sich dann 
auch die Hauptmenge aus der wasserigen mit Ather extrahierten 
Girungsflissigkeit nach Entfernung der Schwefelsiure und Ein- 
cone wieder santehgeuiansn lieB (ca. 4 g). 








eo ro Pe |g | Prozente der | 
Zi} 2& &. |\2 wo & © theoret. Aus- | 
ad “ fs a=] — 5| | 
als 8 gf 8% beute auf zu- 
sia |* 33/552 \8 3 pesctzte Glut. 
é , , ra acs ¥ onietem 
> | ees Se J: a oe 
22; 200 100) 10 3 (1,92) ‘Heferasse XII frisch 
23/200 100 10' 3 |1,90 '‘Dieselbe Hefeprobe nach 
| | | 3tagigem Stehenlassen in 
| 21 Wasser ausgewaschen 
| | und abgesaugt 
24/200 100' 10 3 = /0,99! \Dieselbe Hefeprobe wie Nr. 22 
| | nach vorheriger Vergirung 
| von 200g Rohzucker (mit 
| anhiingender Melasse) aus- 
| gewaschen und abgesaugt 
25/200/100, 3| 2 (215) 89,6 
26/200 50 5) 6 «2,03, 50.8 || passe XIT frisch 
27|200;100; 1; 3 {1,05) 131 
28/200'100 1) 4 (118 148 
200/100 —| 3 /|1,20 
29/200,100, 1 | 2 (1,67 209 | Von derselben Probe Rasse 
30}200,100 1 | 2 iL, 65) 206 |p XII zu gleicher Zeit parallel 
31/200 100, 2) 2 (2,23, 139 | angesetzt 
321/200,100' 3; 2 12,7 | 113 
300' 50 —| 7 10,89 \ Untergirige Bierhefe ab- 
33}300' 50, 5 «10 1,85 gepreBt 











410 F. Ehriich: 


In der vorstehenden Versuchsreihe wurden wechselnde Mengen 
von Glutaminséure wieder in 21 Wasser mit Zucker und Hefe 
vergoren, die zu verschiedenen Zeiten entnommen und in ein- 
zelnen Fallen, wie nebenbei bemerkt, besonders vorbehandelt war. 

Wie die Resultate der Versuche zeigen, erhalt man bei 
der Vergaérung von Zucker mit Hefe unter Zusatz von Glutamin- 
siure sehr unregelmaBig schwankende Ausbeuten an Bern- 
steinsiure, was in ahnlicher Weise, wie friiher erértert, vor 
allem auf die Beschaffenheit der jeweilig angewandten Hefe 
zuriickzufiihren ist, da die Versuche sonst vollkommen gleich- 
maBig angesetzt waren. Als wichtigste Tatsache ist jedenfalls 
festzustellen, daB bei Gegenwart von viel Glutaminsaure als 
einziger Stickstoffsubstanz in girenden Zuckerlésungen gegen- 
iiber den Versuchen ohne Zusatz immer eine deutliche Steigerung 
der Bernsteinséuremenge eintritt. Sehen wir von den ersten 
drei Versuchen (Nr. 22 bis 24) ab, bei denen im Verhaltnis zur 
Glutaminséure zu wenig Zucker und Hefe angewandt wurde, so 
betragt in den iibrigen Fallen aus der entstandenen Quantitat 
Bernsteinséure berechnet die scheinbare Ausnutzung der vor- 
gelegten Glutaminséure 50,8 bis 209°/,. Bei allen Versuchen, 
wo eine relativ geringe Menge Glutaminsaéure mit einer hierzu 
geniigenden Menge Zucker und Hefe vergoren wurde, ist 
also, besonders wenn die Hefe stickstoffarm war und einen 
dementsprechend groBen ,,Stickstoffhunger‘‘ besaB, sehr wahr- 
scheinlich die chemische Umwandlung der Aminosaure in Bern- 
steinsiure durch die Hefe vollkommen quantitativ verlaufen. 
Wenigstens lie8 sich in keinem dieser Versuche aus der ver- 
gorenen Lésung Glutaminsaéure wieder isolieren, was immer 
méglich war, wenn die Ausbeute an Bernsteinsaure die theo- 
retisch berechnete wesentlich unterschritt. Die Tatsache, da8 
bei Zusatz von relativ geringen Mengen Glutaminséure eine 
Ausbeute von iiber 100°/,, ja bis 209°/, der Theorie zu ver- 
zeichnen war (Versuche Nr. 27 bis 32), ist nicht, wie man erst 
annehmen kénnte, dahin zu deuten, da8 in diesen Fallen eine 
mehrfache Ausnutzung ein und derselben vorgelegten Menge 
Glutaminsaure stattgefunden hat. Vielmehr mu8 man sich vor- 
stellen, daB die Hefe erst diese kleine vorgesetzte Quantitat 
Aminoséure verarbeitet, dann aber infolge Stickstoffmangels 
gezwungen ist, ihr eigenes EiweiB genau so anzugreifen, als 
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wenn von vornherein kein Stickstofizusatz zur Garfliissigkeit 
erfolgt ist. Die hierbei entstehende Bernsteinsiure addiert sich 
zu der aus der zugefiigten Glutaminsdiure abgespaltenen, und so 
kann es kommen, dafB in der fertig vergorenen Lésung schlieBlich 
das Doppelte oder mehr der theoretisch zu erwartenden Quantitat 
Bernsteinséure vorhanden ist. Die bei derartigen Versuchen 
beobachteten Mehrausbeuten sind also nur scheinbare und 
erklaren sich leicht aus dem eigenartigen Stickstoffumsatz der 
garenden Hefe, besonders wenn man die entsprechenden Gir- 
versuche mit Zucker und derselben Hefe allein ohne Zusatz 
zum Vergleich heranzieht. Besonders hervorzuheben sind in 
dieser Hinsicht die Resultate der Versuche Nr. 29 bis 32, die 
simtlich mit gleichen Mengen Zucker und derselben frisch be- 
zogenen Hefe zu gleicher Zeit angestellt waren. Diese Hefe 
besa zufallig die Eigenschaft schon bei Vergirung mit Zucker 
fiir sich sehr betrachtliche Mengen Bernsteinsiure abzuscheiden 
(1,2 g). Bei Zufiigung von Glutaminsiure (1,2 und 3 g) lieB 
sich zwar deutlich ein ungefaihr proportionales Ansteigen der 
Bernsteinsiure beobachten, doch muB bei allen diesen Versuchen 
aus dem Eiwei8 der Hefe autolytisch abgespaltene Glutamin- 
siure mitgewirkt haben, da selbst bei dem Maximalzusatz der 
Aminosaure (3 g) die Ausbeute an Bernsteinsiure immer noch 
die theoretisch berechnete iibersteigt (113°/,). Da8 es sich hier 
nicht um Versuchsfehler handelt, zeigen die beiden parallel mit 
je 1g Glutaminsiure angesetzten Garversuche (Nr. 29 und 30), 
bei denen jedesmal die fast genau gleiche Ausbeute an Bern- 
steinsiure gewonnen wurde (1,65 und 1,67 g). 

Um festzustellen, ob etwa in dem der PreBhefe noch an- 
haingenden Wasser oder im Innern ihrer Zellen geléste Stoffe 
sich befinden, welche die Bernsteinséurebildung aus Glutamin- 
sdure beeinflussen kénnten, wurden 100 g der benutzten Hefe, 
bevor sie auf 10 g Glutaminsiure zur Einwirkung kamen, in 
21 destilliertem Wasser suspendiert, 3 Tage unter wiederholtem 
Schiitteln aufbewahrt, dann abgesaugt und mit viel Wasser 
nachgewaschen (Versuch 22 und 23). Die nach dieser Operation 
mit 200 g Zucker angesetzte Hefe lieferte bei der Garung fast 
genau dieselbe Menge Bernsteinsiéure wie die direkt benutzte 
(1,90 resp. 1,92 g). Wesentlich weniger Bernsteinsaure erhalt 
man aber, wenn man Glutaminsdure mit einer Hefe vergart, 
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die vorher schon eine betrachtliche Gararbeit geleistet hat, wie 
z. B. im Versuch 24, wo dieselbe vorher zur Vergirung von 
200 g Rohzucker, der ungefahr 10°/, Melasse enthielt, verwendet 
war. Ob in diesem Falle die geringere Assimilationsfahigkeit 
der Hefe fiir Glutaminséure darauf beruht, daB sie sich bereits 
mit Stickstoff aus der Melasse angereichert hatte, bleibt unent- 
schieden. 

Besonders wichtig erscheint die Beeinflussung der Bernstein- 
siurebildung aus zugesetzter Glutaminsaure durch die Gegenwart 
von andern Stickstoffsubstanzen. Fiigt man auBer Glutaminsaure 
zu einer mit Hefe girenden Zuckerlésung noch ldsliche, leicht 
assimilierbare Stickstoffverbindungen, so wird stets ganz bedeutend 
weniger Bernsteinsaure gebildet, als wenn man die Glutaminsaure 
fiir sich in der betreffenden Fliissigkeit lést. Bei Zugabe von 
Substanzen mit leicht verseifbarem Stickstoff, wie Asparagin, oder 
von einfachen Ammoniaksalzen kann man selbst bei Anwesenheit 
von viel Glutaminséure die Entstehung der Bernsteinsiure bei 
der Gairung auf einen minimalen Betrag ahnlich wie bei den 
Versuchen ohne Glutaminséure zuriickdrangen: 





Ver- } | Glutamin-| AuBerdem zugesetzte Bernstein- 
such Zucker Hefe siure | Stickstoffsubstanz saure 
ae! EE Pe ees, Se eee REY Oe, ey 

200 | 50 5 on | 203 
34 200 50 5 5 g Asparagin 0,29 
35 200 50 3,5 4g Ammoniumcarbonat | 0,13 
36 | 200 50 5 5g Ammoniumphosphat | 0,21 





Die Bernsteinsaéurebildung bei der alkoholischen Garung 
verliuft also auch in dieser Hinsicht vollkommen analog der 
Entstehung des Fuseléls. Zugleich sind die Resultate dieser 
Versuche ein erneuter Beweis dafiir, daB die Assimilation der 
Aminosaiuren durch die Hefe in der Weise erfolgt, daB erst 
Ammoniak daraus abgespalten wird und dieses, nicht das ganze 
Molekiil der Aminoséure, zum EiweiBaufbau verwendet wird, 
daB aber der dabei abgesprengie stickstofffreie Teil als unver- 
wertbar aus dem StoffwechselprozeB ausscheidet. Denn wenn 
man der Hefe neben Aminoséuren Stickstoffverbindungen mit 
leicht verseifbarem Stickstoff oder Ammonsalze, bei denen eine 
Spaltung iiberhaupt nicht erforderlich ist, darbietet, so bevorzugt 








UST alsa 


























Uber die Entsteh. der Bernsteinsiure bei der alkohol. Garung. 413 


sie diese und laBt die Aminoséuren fast unberiihrt, was auch 
aus den obigen Versuchen mit Sicherheit zu folgern ist. 


Die Notwendigkeit der Gegenwart des Zuckers fir die 
Bernsteinsaurebildung. 


Weiterhin war nun noch die Frage zu priifen, ob die Re- 
aktion der Bernsteinsiurebildung bei der Hefegirung auch in 
Abwesenheit von Zucker erfolgen kann und ob auch durch 
direkte Einwirkung von Hefe auf Glutaminsaure Bernsteinsdure 
in nennenswerten Mengen auftritt. 

Zu diesem Zwecke wurde frische PreBhefe Rasse XII in 
21 Wasser, das durch mehrstiindiges Kochen sterilisiert war, in 
einem Kolben mit Schwefelsiuregirverschlu8 suspendiert und 
lingere Zeit bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Ein gleicher 
Versuch wurde mit einer Lésung von 5 g Glutaminsaure in 21] 
Wasser angestellt. Beide Fliissigkeiten wurden mit und ohne 
Zusatz von 10 ccm Chloroform als Antisepticum angesetzt. Nach 
Beendigung der Versuche geschah die Verarbeitung auf Bern- 
steinsiure in der iiblichen Weise. 





Bernstein- 





Ver- Hef | Glutamin- | | Dauer der | 

such ee | sosture Antisepticum | Auf- |  séure 
Nr. g g | bewahrung | g 

37 100 —_ — | 3Tage | 0,01 
38 100 | -- — | 4 Wochen | 0,01 
ee ee 0,05 
40 500 _ | - | 1)/, Jahre 2,4 

41 100 = Chloroform | 4 Wochen 0,30 
42 100 5 | ‘ oo 


Die ohne Chloroform aufbewahrten Lésungen zeigten un- 
gefahr 1 Woche lang normales Aussehen, dann triibte sich die 
iiber der abgelagerten Hefe befindliche Fliissigkeit unter schwacher 
Gasentwicklung allmahlich und nahm gegen Ende der Versuche 
einen schwach fauligen Geruch an. Die entstandene Menge 
Bernsteinsaure ist in allen Lésungen auBerst minimal. Man kann 
sich die Bildung dieser Spuren Substanz, die auferdem nur 
stark verunreinigt erhalten werden konnten (Smp. 170 bis 180°), 
so erklaren, daB das Glykogen der Hefe in diesem Falle den 
fiir die Bernsteinsaurebildung erforderlichen Zucker geliefert hat, 
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durch dessen Garung die bei der Autolyse der Hefe in kleinsten 
Mengen abgespaltene Glutaminsaure weiter zerlegt wurde. Auch 
aus kiinstlich zugesetzter Glutaminsaure bildete sich nur sehr 
wenig Bernsteinsiure mehr (Versuch 39). Vielleicht sind auch 
bei diesen Versuchen Spuren Bernsteinséure durch Faulnis ent- 
standen, wie dies bei der 1'/, Jahre aufbewahrten Lésung, nach 
dem Aussehen und Geruch zu schlieBen, sicher der Fall war. 
Etwas gréBere Mengen Bernsteinséure wurden aus der mit 
Chloroform angesetzten Hefe erhalten, doch scheinen diese im 
wesentlichen ein Produkt der Autolyse allein zu sein, bei der, 
wie friiher erwaihnt, Bernsteinsiure haufig beobachtet ist. 
Wabhrscheinlich wird auch bei der Autolyse die Bernsteinsiure 
aus Glutaminsaure gebildet, doch ist hier immer noch die 
Méglichkeit gegeben, da8 auch andere Aminosiuren bei ihrer 
Entstehung im Spiel sind. Darauf kénnte vielleicht hindeuten, 
da8 in dem Versuch mit Zusatz von Glutaminsaure (Versuch 42) 
nicht mehr, sondern weniger Bernsteinsiure aufgetreten ist.') 

Allgemein l48t sich meiner Ansicht nach aus diesen Unter- 
suchungen analog den bei der Fuselélbildung gemachten Be- 
obachtungen herleiten, da8 der Zucker fiir die Entstehung der 
Bernsteinsiure bei der alkoholischen Garung unentbehrlich ist 
und da8 die Hefe bei Abwesenheit von Zucker nicht imstande 
ist, Glutaminséure zu Bernsteinsiure zu vergiren. Denn wenn 
man zu derselben Menge Hefe (100 g), bei deren Einwirkung 
auf 5 g Glutaminséure allein nach 4 Wochen im ginstigsten 
Falle 0,05 g Bernsteinsiure entstehen, 200 g Zucker setzt und 
diese zusammen mit der angegebenen Menge Glutaminséure 
vergart, so wird innerhalb von 3 Tagen 2,03 g derselben Saéure 
gebildet. Gerade aus den Resultaten dieser Versuche scheint 


1) E. Salkowski nimmt neuerdings (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
54, 400, 1908) an, daB die bei der Autolyse der Hefe entstehende Bern- 
steinsiure sich vielleicht aus Arginin durch Oxydation bildet. Wenn 
auch ein solcher Vorgang bei der Autolyse woh! méglich wire, so glaube 
ich doch, da8 bei normaler Garung das Arginin einen Abbau in wesent- 
lich anderer Richtung erleidet, nimlich zu Butylenglycol CH,(OH).CH, 
-CH,.CH,(OH), indem CO, abgespalten und der Guanidin- und Amid- 
gruppe durch OH ersetzt wird. Butylenglycole C,H,,O0, sind bei der 
Hefegirung schon mehrmals nachgewiesen worden. (Claudon und 
Morin, Compt. rend. 104, 1109, 1887; Henninger und Sanson, Journ. 
pharm, chim. 15, 628, 1887.) 
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mir im Verein mit anderen Befunden die notwendige Folgerung 
hervorzugehen, daB die fiir die EiweiBsynthese der Hefe 
erforderlichen kohlenstoffhaltigen Bausteine im Zucker 
zu suchen sind und bei seiner Vergarung sich abspalten, 
und daB die alkoholische Girung vielleicht iberhaupt 
nur den Zweck hat, die nétige Energie und das Kohlen- 
stoffmaterial fiir den EiweiBaufbau der Hefe zu liefern. 


Versuche mit Aceton-Dauerhefe. 


Es blieb noch die Beantwortung der Frage iibrig, ob die 
Bernsteinséurebildung aus Glutaminsiure als eine enzymatische 
Reaktion der Hefezellen ahnlich der alkoholischen Garung auf- 
zufassen ist, die sich von der lebenden Hefezelle abtrennen 
14Bt oder ob sie mit dieser unlésbar verbunden ist und zugleich 
mit dem Absterben des Hefeplasmas aufhért. 

Zur Entscheidung dieser Frage wurden einige Garversuche 
mit Buchnerscher Acetondauerhefe ,,Zymin“ angestellt, der 
neben Zucker in steigenden Mengen Glutaminséure zugefiigt 
wurde. Die Versuche wurden mit 1, 2 und 5g Glutaminsdure 
ausgefiihrt, die zusammen mit je 80 g Zucker in je 200 ccm 
destilliertem Wasser aufgelést und mit 40 g Zymin unter Zusatz 
von je 4.ccm Toluol bei Zimmertemperatur 3 bis 4 Wochen lang 
vergoren wurden. Nach Beendigung der Versuche wurden die 
einzelnen Gemische mit Wasser verdiinnt, filtriert, der Riick- 
stand gut ausgewaschen, das Filtrat aufgekocht, mit Alkohol 
zur volistandigen Fallung der EiweiBstoffe versetzt, wieder fil- 
triert, eingedampft, mit Wasser aufgenommen und aus der an- 
geséuerten Fliissigkeit mit Ather die Bernsteinsiure extrahiert. 
In ahnlicher Weise wurden auBerdem 40 g Zymin fiir sich 
mit 11 heiBem Wasser langere Zeit aufgekocht, das Gemisch 
dann filtriert und nach sorgfaltigem Auswaschen das gesammelte 
Filtrat auf Bernsteinsiure untersucht. Die in allen Versuchen 
in nur sehr geringen Mengen isolierte Bernsteinsiure war stets 
durch Verunreinigungen braunlich gefairbt und schmolz unregel- 
maBig zwischen 176 bis 184°. 

Die Versuche lassen zunachst eine sehr erhebliche Schi- 
digung der Zymasegirung proportional der zugesetzten Menge 
Glutaminsiure erkennen. Diese ungiinstige Beeinflussung, deren 
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Ursache in der Wirkung der starken Aciditét der Glutamin- 
siure auf die Zymase zu suchen und die auch d&hnlich schon 
bei andern Saéuren beobachtet ist’), steigert sich bei dem Maxi- 
malzusatz von 5 g Glutaminsiure derartig, daB die Giarung 
schon in ca. 14 Tagen aufhérte und daB8 sich im ganzen iiber- 
haupt nur 0,58 g CO, bildeten. Immerhin war die ungefahr 
4 Wochen andauernde Garung bei den Versuchen mit Zusatz 
von 1 und 2g Glutaminséure derartig intensiv verlaufen, da8 
man die hierbei erhaltenen Resultate wohl mit denen des Ver- 
suchs ohne Aminosaurezusatz in Vergleich ziehen kann. 








Versuch |Zucker, Zymin Glutamin- Dauer eae Bernstein- 
Nr. siure |Garung "7 dioxyd | saure 
ei| gs "ie een jae er 
43 80 40 _ 24 16,18 | 0,05 
44 80 40 1 22 14,28 | 0,05 
45 80 40 2 28 10,32 | 0,04 
46 | 8 | 40 s | ww 0,58 | 0,04 
47 — 40 — -- _ | 0,04 








Als Ergebnis der Giarversuche kann man ansehen, daB 
die abgetétete Hefezelle, die noch Garvermégen be- 
sitzt, nicht imstande ist, Glutaminsaure in Bernstein- 
siure iiberzufiihren und auch selber bei der Garung 
keine Bernsteinsaiure bildet. Denn in allen Versuchen 
lieBen sich innerhalb der Fehlergrenzen jedesmal nur dieselben 
Spuren Bernsteinséure abscheiden, die auch aus der gleichen 
Quantitaét Zymin direkt durch Extraktion mit Wasser und Ather 
zu erhalten waren. Dieses Resultat steht vollkommen im Ein- 
klang mit den Angaben E. Buchners*) und seiner Mitarbeiter, 
daB bei der Giarung von HefepreSsaft Bernsteinsdure nicht 
auftritt, und mit den analogen Beobachtungen iiber das Verhalten 
des Leucins, die gezeigt haben, daB Acetondauerhefe auch bei 
Vergarung von Zucker zur Fuseldlbildung nicht befahigt ist und 
Leucin tiberhaupt nicht angreift. *) 

Da8 auf andre Weise abgetitete Hefe selbst bei Gegen- 
wart von Zucker ebenfalls nicht Glutaminséure in Bernstein- 


1) Buchner und Hahn, Die Zymasegiarung 1903, 144. 

2) E. Buchner mit Rapp und Meisenheimer a. a. O. 

8) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem, Ges. 39, 4072, 1906. — 
H. Pringsheim; ebenda 39, 3713, 1906. 
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sdure verwandeln kann, zeigt der folgende Versuch. 100 g 
PreBhefe wurden in einer Lésung von 3 g Glutaminsdure in 
21 Wasser, die mit 20 ccm Chloroform versetzt waren, 3 Tage 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Darauf wurden 200 g 
Zucker in der Flissigkeit aufgelést und die Lésung in dem- 
selben Kolben unter Verschlu8 mit einem Wattebausch noch 
10 Tage stehen gelassen. Eine Garung war in dieser Zeit nicht 
zu beobachten. In der wie iiblich verarbeiteten Lésung wurden 
0,12 g Bernsteinsiure gefunden, also nicht mehr als auch bei 
gleich langer Aufbewahrung derselben Menge Hefe in Chloro- 
formwasser zu erhalten ist. 

Demnach mu8 man ebenso wie bei der Fuselélbildung 
annehmen, da8 die Entstehung der Bernsteinsiéure wahrschein- 
lich auf sehr empfindliche Enzyme zuriickzufiihren ist, die den 
EiweiBaufbau der Hefe vermitteln und die man mit den bisher 
gebrauchlichen Methoden von der lebenden Hefezelle nicht ab- 
trennen kann. *) 


Der chemische Verlauf der Bernsteinsiurebildung aus 
Glutaminsaure. 


Was den chemischen Verlauf der Reaktion der Bernstein- 
siurebildung aus Glutaminsaure anbetrifft, so erscheint dieser 
zunachst sehr auffallend, wenn man dabei das Schema in Be- 
tracht zieht, ‘nach dem die Hefe die bisher untersuchten Mono- 
aminosduren bei der Garung abbaut. Zufolge der friiher ent- 
wickelten allgemeinen Gleichung fiir die alkoholische Garung 
der Aminosduren hatte man erwarten sollen, da8B aus Glut- 
aminsaéure neben Ammoniak und Kohlenséure y-Oxybuttersiure 
entsteht : 


CO,H .CH,. CH, -CH(NH,) -CO,H -p H,O 
Glutaminsaure 


+ CO,H.CH,.CH,.CH,OH -++- NH, + CO, 
y-Oxybuttersaure 


1) Die neueren Angaben Effronts (Compt. rend. 146, 779, 1908), 
daB man durch Alkali bei 40° aus Hefe eine ammoniak- und fettsaure- 
bildende ,,Amidase“ abscheiden kann, sind nicht zutreffend. Die beobach- 
teten Wirkungen sind auf Fiulnisvorginge zuriickzufihren, wie ich in 
einer spiteren Arbeit zeigen werde. 
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Statt dessen bildet sich bei der Vergirung der Glutamin- 
siure, und zwar unter geeigneten Bedingungen in so gut wie 
quantitativer Ausbeute, Bernsteinsfiure, indem die scheinbar 
intermediar abgespaltene y-Oxybuttersiure weiter oxydiert wird: 

CO,H.CH,.CH,.CH,OH ++ 20, 

== CO,H.CH, .CH,.CO,H + H,O 
Wenn ein solcher Reaktionsverlauf auch im Bereich der Még- 
lichkeit liegt, so fehlt es doch an Beispielen fiir eine derartige 
physiologische Oxydation einer y-Oxysaure zu der entsprechen- 
den Dicarbonsiure, die man hiermit in Parallele setzen kénnte. 
Auch ist nicht recht einzusehen, warum die Reaktion beim 
Leucin fast quantitativ zum entsprechenden Alkohol und nur 
in geringsten Mengen zur Valeriansdure fiihrt, wenn man nicht 
etwa annehmen will, daB die Anwesenheit der zweiten Carb- 
oxylgruppe den Abbau der Glutaminsiure zu einer Dicarbon- 
saure begiinstigt. SchlieBlich sei erwahnt, daB bisher trotz 
vielfacher Versuche in den vergorenen Lésungen der Glutamin- 
siure y-Oxybuttersiure nicht nachzuweisen war. 

Ich glaube nun Anhaltspunkte dafiir zu haben, daB ein 
anderer chemischer Verlauf nicht allein der Bernsteinsaéurebildung, 
sondern der alkoholischen Aminoséurengirung allgemein viel 
gréBere Wahrscheinlichkeit besitzt. 

Schon in der ersten Arbeit iiber die Fuselélbildung') im 
Jahre 1905 und in einer spiteren Arbeit in dieser Zeitschrift 
war auf die chemisch so leicht eintretende Spaltung der 
Milchséure in Acetaldehyd und Ameisensaure 


CH,.CHO H.CO,H 


hingewiesen worden und darauf aufmerksam gemacht, da8 der 
Abbau des Leucins zu Amylalkohol durch die Hefe sich viel- 
leicht analog vollzieht, indem zuerst durch Ammoniakabspaltung 
unter Wasseranlagerung aus Leucin Leucinsiéure entsteht. Die 
Leucinsiure spaltet sich dann in Ameisenséure und Valer- 
aldehyd, der zum gréBten Teil von reduzierenden Enzymen der 
Hefe zu Amylalkohol reduziert, zu einem kleinen Teil von 
Oxydasen zu Valeriansaéure oxydiert wird entsprechend dem 
Schema : 


1) F. Ehrlich, Zeitschr. d. Ver. Deutsch: Zuckerind. 55, 565, 1905. 
— Diese Zeitachr. 2, 52, 1906. 








= 














= 





Uber die Entsteh. der Bernsteinsaure bei der alkohol. Girung 419 


Leucin 
CH,. 
/CH.CH,. CH(NH,) .CO,H 


| 
Seustnahan 
CH,. 
»CH.CH, .CHO H.CO,H 


3 
Valeraldehyd Ameisensaure 


3 


Pal Mo 
CH,. CH,, 
>CH.CH,.CH,OH  >CH.CH, .CO,H 
CH 


¥ 


Amylalkohol * Valeri ansaure 


Tatsichlich sind auch sowohl Ameisensiure wie Valer- 
aldehyd und Valeriansaéure, wenn auch in geringen Mengen haufig 
bei der Garung beobachtet worden. Im Einklang mit dieser 
Theorie steht ferner, daB es mir gelang, bei der Vergirung der 
Phenylamidoessigsiure C,H,.CH(NH,).CO,H die Entstehung von 
Benzaldehyd nachzuweisen.*) 


Es spricht nun sehr viel dafiir, daB ganz analog auch der 
Abbau der Giutaminsiure durch die Hefe vor sich geht, und 
vielleicht bietet gerade die Bernsteinsiurebildung eine sehr 
wesentliche Stiitze fiir die hier entwickelte Ansicht von dem 
Verlauf der Aminosdiurengirung. Nimmt man namlich an, dab 
aus der Glutaminsiure von der Hefe zuerst Ammoniak ab- 
gespalten und Wasser angelagert wird, so wiirde die Oxyglutar- 
siure entstehen. Es wire nun denkbar, daB diese sich in 
Ameisensiure und den Halbaldehyd der Bernsteinsiure spaltet, 
dessen auBerst leichte Autoxydation aus der Arbeit mehrerer 
Forscher*) bekannt ist und der intermediar bei der Giarung 
auftretend sofort durch die Einwirkung von Hefeoxydasen und 
des Luftsauerstoffs quantitativ zu Bernsteinsaiure oxydiert wiirde, 
so da8 sich also der Verlauf der Glutaminsiiure-Gairung durch 
folgendes Schema darstellen lieBe : 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 40; 1047, 1907. 
2) Perkin jun. und Sprankling, Journ. Chem. Society 75, 11, 
1899. — Harries und Alefeld, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42; 159, 1909, 
27* 
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CO,H CO,H HCO,H 

| | Ameisensaure 

CHNH, CHOH CHO CO,H 

| | | 

CH, — CH, — CH, — CH, 

| | | | 

CH, CH, CH, CH, 

| | | 

CO,H CO,H CO,B CO,H 
Glutaminsaure Oxyglutarsiure §-_ Bernsteinsiure- § Bernsteinsaiure 

halbaldehyd 


Ein derartiger Reaktionsverlauf wiirde auch erkliren, daB der 
Abbau der Glutaminsaéure vollkommen einseitig verlauft und 
Nebenprodukte, wie der Aldehyd und die Oxysaure, nicht auf- 
treten. 

Wendet man das gleiche Schema auf das nichst niedere 
Homologe der Glutaminséure, die Asparaginsiure, an, so ware 
zu erwarten, daB auch diese in analoger Weise iiber die ent- 
sprechende Oxysiure, die Apfelsiure, von der Hefe abgebaut 
wird, wobei Malonsaure entstehen miiBte: 

Apfelsaiure 
CO,H.CH,.CHO H.CO,H 
Halbaldehyd der Malonsiure Ameisensiure 
| 
CO,H.CH,.CO,H 
Malonsaure 
Trotz vielfacher Versuche gelang es nun bisher nicht, diese 
Saure bei der Vergirung der Asparaginséure zu isolieren. Aus 
dem Atherextrakt schied sich vielmehr stets nur ein eigentiim- 
lich riechendes, in Wasser unlésliches und wachsartig erstarrendes 
Ol ab, dessen Untersuchung noch nicht abgeschlossen ist. Es 
erscheint nicht unmdglich, da8 in diesem ein der Cumalinsaure 
ahnliches Kondensationsprodukt des theoretisch zu erwartenden 
Malonsaurehalbaldehyds vorliegt, dessen auBerst leichte Neigung 
zur RingschlieBung aus den Untersuchungen v. Pechmanns’) 
bekannt ist. 

Es sei noch erwahnt, da8 auch bereits von anderer Seite 
Arbeiten vorliegen, die fiir die hier entwickelte Theorie iiber 
den chemischen Verlauf der Aminosiurengaérung sprechen und 
sie als sehr wahrscheinlich hinstellen. So hat bereits vor 


1) v. Pechmann, Liebigs Annalen 264, 261, 1891. 
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langerer Zeit unabhingig von mir H. Schade’) fiir den che- 
mischen Vorgang der alkoholischen Garung selbst die Ansicht 
entwickelt, daB die intermediir aus Zucker entstandene Milch- 
sdure zunaichst in Acetaldehyd und Ameisensiure zerfillt. 
Schade nimmt aber dann weiterhin an, daB diese beiden Ver- 
bindungen durch gegenseitige Oxydation und Reduktion nur 
Alkohol und Kohlensaure liefern: 


CH,.CHOH.CO,H —+ CH,CHO + HCO,H — 
CH,CH,OH -+ CO, 


Noch beweisender erscheint mir, daB es neuerdings auch gelungen 
ist, Aminosdiuren auf chemischem Wege genau so, wie ich zuerst 
fiir die Hefe angenommen habe, zu spalten. So beobachtete 
C. Neuberg, daS8 Aminosiuren durch die katalytische Wirkung 
des Sonnenlichtes*) sowie durch den elektrischen Strom*) in 
Aldehyd, Ameisensfure und Ammoniak zerfallen, und dieselbe 
Spaltung konnte D. Dakin*) durch Oxydation mit Wasserstoff- 
superoxyd erzielen. 

Es sei noch in dieser Hinsicht hervorgehoben, da8 auch 
bei der Vergirung von Aminoséuren sich stets Ameisensiure 
in den vergorenen Lésungen nachweisen la8t. Ihre Menge ist 
aber nur sehr gering, und zwar bedeutend geringer als nach 
der Theorie zu erwarten wire, auch entsteht ungefahr die 
gleiche Quantitat bei der Vergarung von Hefe und Zucker ohne 
Zusatz, so daB vorliufig nicht ohne weiteres anzugeben ist, 
welchen Anteil die Aminosiuren an dem Auftreten von Ameisen- 
siure bei der Girung haben. Ein Licht auf diese eigentiim- 
lichen Verhaltnisse wirft aber die Tatsache, da8 ich im Verfolg 
einer schon von Duclaux®*) angekiindigten Beobachtung nach- 
weisen konnte, daB die Hefe fiir sich und bei der Girung 
nicht unbetrichtliche Mengen zugesetzter Ameisensiure zer- 


1) H. Schade, Die Bedeutung der Katalyse fiir die Medizin, Kiel 
1907, S. 105. 

2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 305, 1908. 

3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 17, 270, 1909: 

¢) Journ. of Biolog. Chem. 4, Nr. 1, 63, 1908. — Die Bildung von 
Valeraldehyd allein bei der Oxydation von Leucin mit H,O, haben schon 
friiher C. Neuberg und F. Blumenthal, Deutsche med. Wochenschr. 1901; 
Nr. 1; Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 238, 1902, beobachtet, 

5) Duclaux, Annales de I’Inst. Pasteur 6, 593, 1892. 
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legt, und zwar wahrscheinlich in Kohlendioxyd und Wasser. 
Hieriiber werde ich demnachst Naheres mitteilen. Es er- 
scheint also wohl méglich, daB die Hefe, die iibrigens an und 
fiir sich gegen gréBere Mengen Ameisenséure ziemlich empfind 
lich ist, die bei der Vergirung der Aminosiuren sukzessiv sich 
abspaltende Ameisensiure weiter zerlegt, so daB also bei be- 
endigter Girung von dieser Séure stets nur geringe Mengen 
iibrig bleiben. Vielleicht bildet diese ,,Ameisensiuregdérung“ 
neben der alkoholischen Garung fiir den EiweiBaufbau der Hefe 
eine besondere Energiequelle. 

Zum Schlu8 méchte ich noch als Hauptresultat dieser 
Arbeit betonen, da8 der Vorgang der Bernsteinsaure 
bei der alkoholischen Hefegaérung in voller Analogie 
mit der Fuselélbildung verlauft, so daB also die fiir 
den letzteren Vorgang friiher abgeleiteten Bedingungen 
durch die vorliegenden Untersuchungen eine erneute 
Bestatigung erfahren haben. Da8 das Auftreten dieser 
Girungsnebenprodukte in den natiirlichen Maischen genau so 
zu erkliren ist wie bei kiinstlichen Gemischen, unterliegt wohl 
keinem weiteren Zweifel. Gerade die Glutaminsdure ist ja ein 
weitverbreitetes EiweiSspaltungsprodukt, das sich besonders in 
Pflanzenstoffen, die als Rohmaterial fiir die Garung dienen, 
vorfindet und das z. B. aus dem Gliadin des Weizens und 
Roggens und dem Hordein der Gerste bis zu 36°/, isoliert 
worden ist.*) Es ist sehr wahrscheinlich, da8 auch fiir die 
meisten andern Bernsteinsiéure produzierenden Pilze und Bak- 
terien, besonders auch bei der Faulnis, Glutaminsaure das Aus- 
gangsmaterial bildet. 

Es bleibt noch iibrig darauf hinzuweisen, daB durch den 
jetzt sicher gefiihrten Nachweis, daB das Fuselél und die Bern- 
steinsiure EiweiSstoffwechselprodukte der Hefe und nicht Zer- 
fallprodukte des Zuckers sind, das chemische Bild der alko- 
holischen Zuckerspaltung durch die Hefe resp. die Zymase ein 
wesentlich einfacheres geworden ist. Da es neuere Beobach- 
tungen ebenfalls zweifelhaft gemacht haben, ob die Entstehung 
von Milchséure*) und fliichtigen Sauren auf normale Garung 


1) E. Abderhalden, Neuere Ergebnisse auf dem Gebiete der 
speziellen EiweiBchemie. Jena 1909. 
2) Slator, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 123, 1907. 
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des Zuckers zuriickzufiihren ist, so kommt neben Kohlen- 
dioxyd und Alkohol eigentlich nur das Glycerin noch als 
Garungsprodukt in Betracht. E. Buchner und Meisen- 
heimer') haben nun zwar nachgewiesen, da8 Glycerin bei der 
Girung des HefepreBsaftes in Mengen von 3 bis 8°/, des ver- 
gorenen Zuckers auftritt. Angesichts der Erfahrungen aber, 
wie sie jetzt bei der Untersuchung der Fuselél- und Bernstein- 
saurebildung gewonnen sind, erscheint der Schlu8 nicht ganz 
unberechtigt, da8 auch das Glycerin einen anderen Ursprung 
haben kann und nicht aus dem Zucker, sondern wie ich glauben 
méchte, vielleicht aus Nucleinsubstanzen der Hefe entsteht, 
die auch im PreSsaft in nicht geringen Mengen enthalten sind. 
Sollte sich diese Vermutung bei den weiteren Untersuchungen 
der Frage bestitigen, so wiirde, wenn wir von den Zucker- 
resten absehen, die zum EiweiBaufbau der Hefe dienen, die 
alte, einst von Pasteur gestiirzte Gay-Lussacsche Garungs- 
gleichung 
C,H,,0, = 2C0, + 2C,H,O 

von neuem Giiltigkeit erlangen und wire demnach in ihre 
friiheren Rechte wieder einzusetzen. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 3203, 1906. 
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Biochemische Umwandlung von Asparagin und Aspara- 
ginsaure in Propionsdure und Bernsteinsaure. 
Von 
Carl Neuberg, Berlin und Cesare Cappezzuoli, Florenz. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat zu Berlin.) 


Im Verlaufe verschiedener Untersuchungen iiber die Faul- 
nis von EiweiBkérpern und Aminoséuren war es dem einen’) 
von uns gelungen, Klarheit iiber den bisher unbekannten Abbau 
der Aminodicarbonséuren (Glutaminsaéure, Asparaginséure) 
durch Faulniserreger zu gewinnen. Das prinzipiell wichtige 
Resultat jener Arbeiten war, da8 diese Gruppe von EiweiB- 
spaltungsprodukten durch ubiquitaére Bakterien in der Weise 
verandert wird, da®B dieselben sowohl eine Desamidierung als 
Carboxylabspaltung erfahren, zwei Umwandlungen, die bei den 
iibrigen Aminoséuren in der Regel getrennt verlaufen, indem 
entweder eine hydrierende Desamidierung (Obergang der Amino- 
siuren in Fettséuren) oder die Loslésung von Kohlensaure 
(Bildung von Aminen) stattfindet. 

Speziell fiir die natiirlich vorkommende Glutaminsdure 
(d-a-Aminoglutarséure) haben W. Brasch und C. Neuberg?*) 
gezeigt, daB sie durch die gewéhnlichen Faulniserreger haupt- 
sichlich in die normale Buttersdure iibergefiihrt wird: 

COOH — CH, —CH, —CH.NH, — COOH —- 
COOH — CH, — CH, — CH,, 
wobei Ammoniak, Ameisenséure und Bernsteinsdure als Neben- 
produkte auftraten. 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 1, 368, 1906. — Sitzungsber. der 
Kgl. PreuB. Akad. d. Wissensch. 24, 1907. — Diese Zeitschr. 7, 178, 1907, 
— Diese Zeitschr. 13, 299, 1908. 

2) W. Brasch und C, Neuberg, diese Zeitschr, 13, 299, 1903. 
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Da8 die Asparaginsiure wahrscheinlich eine analoge Um- 
wandlung erleidet, wobei die Propionsaure entsteht, 
COOH — CH, — CH.NH, — COOH — 
COOH — CH, — CH,, 
haben bereits vor mehreren Jahren C. Neuberg und E. Rosen- 
berg’) angegeben und besondere Untersuchungen iiber die Faulnis 
von isolierter Asparaginsiure*) ausdriicklich in Aussicht gestellt. 

Inzwischen haben sich andere Autoren dieses Gebietes be- 
miachtigt. So teilte vor kurzem L. Borchardt*) Faulnis- 
versuche mit Glutamin- und Asparaginsiure mit; er bestitigte 
den von uns formulierten Mechanismus des Abbaues, der in 
der Hauptsache unter NH,- und CO,-Abspaltung zu der 
um ein Kohlenstoffatom frmeren Fettsaéure fiihrt. Von den 
allerdings unwesentlicheren Nebenprodukten hat Borchardt im 
Falle der Glutaminsiure Ameisensiéure nur in Spuren und Bern- 
steinsdure tiberhaupt nicht gefunden. Ferner hat sich J. Effront*) 
mit demselben Gegenstande beschaftigt ; er beschrieb z. B. die 
Umwandlung der Glutaminséure in Buttersiure, die unter Am- 
moniakabspaltung bei der Einwirkung von Bakterien der Blumen- 
erde sowie von Hefe in alkalischer Lésung stattfindet, als 
einen prinzipiell neuen Vorgang. Tatsichlich ist dieser vollig 
analog den entsprechenden, von uns friiher mitgeteilten Beob- 
achtungen; auBerdem ist aus Effronts Hefeversuchen nicht 
ersichtlich, wie er bei mehrtaégiger Einwirkung von Hefe auf 
alkalische Lésungen von Aminoséuren oder Proteinstoffen Bak- 
terienwirkung ausgeschlossen hat, so da® es sich auch dabei 
vermutlich um nichts anderes als Faulnisvorginge®) gehandelt 
hat, die bekanntlich in alkalischen Hefesuspensionen besonders 
leicht eintreten. 

Wir berichten im folgenden iiber die friiher angekiindigten 
Versuche mit Asparaginséure und iiber solche mit Asparagin. 
Dieselben zeigen, daB der Reaktionsverlauf (auch beziiglich 
der Entstehung der Neberprodukte entgegen den Angaben 


1) Diese Zeitschr. 7, 183, 1907. 

2) Diese Zeitschr. 7, 181, 1907. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 96, 1909. 

*) Compt. rend. 148, 238, 1909. — Monit. scient. 23, I, 145, 1909. 

5) Vgl. hierzu die Mitteilung von F. Ehrlich, diese Zeitschr. 1%, 
417, 1909. 
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Borchardts) den Befunden von Brasch und Neuberg ent- 
spricht, und da8 geringfiigige Verainderungen, wie Verwendung 
des Asparagins (Asparaginséureamids) an Stelle der Asparagin- 
saure, die Resultate nicht unerheblich beeinflussen kénnen. 

Unverkennbar tritt auch zutage, da8 sich die Asparagin- 
siure in ihrem Verhalten bei der Faulnis z. T. den Amino- 
monocarbonsauren nahert, indem auBer der Kohlenstoffketten- 
verkiirzung, die Propionsaéure ergibt, die gewdhnliche 
hydrierende Desamidierung eintritt, die hier zur Bernstein- 
saiure fihrt, wie die Faulnis des Tyrosins zur p-Oxyphenyl- 
propionsaure. 

I. Asparaginsiiure. 

a) 5,0g 1-Asparaginsiure wurden in 500 com Wasser gelést, 
mit Soda ganz schwach alkalisch gemacht und mit einigen Tropfen 
Faulnissolution’) versetzt. Nach einer Woche zeigte eine Probe 
beim Erhitzen mit verdiinnter Schwefelsaure deutlichen Fettsaure- 
geruch und eine mit Salzsiure schwach angesiuerte Probe beim 
Erwarmen mit Magnesia Ammoniakentwicklung. Nach 34tagigem 
Verweilen im Brutschranke bei 38° wurde mit verdiinnter 
Schwefelséure angeséuert und unter gleichzeitigem direktem 
Kochen mit Wasserdampf destilliert. Es wurden 6,11 Destillat 
aufgefangen, die zur Neutralisation 40,1 ccm "/,-NaOH ver- 
brauchten. Zur Vermeidung von Verlusten durch Dissoziation 
wurden vor dem Einengen noch 10,0 ccm ®/,-NaOH zugefiigt 
und die Fliissigkeit dann auf dem Wasserbade auf etwa 50 ccm 
konzentriert. 

Durch das Verhalten zu Quecksilber- sowie zu Silber- 
lésung war Ameisens&ure”) leicht nachweisbar. Da diese 
die beabsichtigte Darstellung des propionsauren Silbers stéren 
konnte, wurde sie durch Behandlung mit Mercurisulfat in 
schwach schwefelsaurer Lisung zerstért.*) Unter Kohlensaure- 
entwicklung schied sich schwerlésliches Mercurosulfat aus. Nach 
Ausfillung des gelésten Quecksilbers durch Schwefelwasserstoff 


1) Nach E. Salkowski, Practioum, 3. Aufl. 1906, S. 227. 

*) Ihre Menge ist in einem in der folgenden Mitteilung (S. 434) 
beschriebenen Fiulnisversuche mit racemischer Glutaminsdure quantitativ 
bestimmt. 

*) Siehe die angewendete Methodik bei Brasch und Neu- 
berg, 1. o. 
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usw., der Schwefelsiure durch Barytwasser und dessen Uber- 
schu8 durch Kohlensaure wurde eingeengt, vom ausgeschiedenen 
Bariumcarbonat abfiltriert und durch Zugabe von einigen 
Tropfen verdiinnter Silbernitratlésung eine Spur von Chlorionen ') 
entfernt. Nach Konzentration auf etwa 15 ccm wurde nunmehr 
mit starker Silbernitratlésung ausgefiallt. 

Es entstand ein reichlicher feinkrystallinischer Niederschlag, 
der nach 6stiindigem Stehen unter Lichtabschlu8 abgenutscht, 
nacheinander mit eisgekiihltem Wasser, absolutem Alkohol und 
getrocknetem Ather ausgewaschen und im Vakuum getrocknet 
wurde. Er bestand aus rein weiBem Silberpropionat, und 
seine Menge betrug 0,4864 g. 

0,1236 g Substanz ergaben 0,0739 g Ag, 
0,2011 g Substanz lieferten 0,1445 g CO, und 0,0453 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,O, Ag: 

C= 19,89°/,; H=2,76°/,; Ag — 59,67°/,. 

Gefunden : 

C= 19,58°/,; H == 2,50°/,; Ag = 59,79°/,. 

b) Die nicht fliichtigen Faulnisprodukte muBten sich in 
dem mit Schwefelsiure angesiuerten Riickstande der Dampf- 
destillation befinden. Diese Fliissigkeit wurde auf etwa 100 ccm 
eingeengt, mit festem Ammonsulfat beinahe gesattigt und im 
Zelmanowitzschen Apparat*) erschépfend mit Ather aus- 
gezogen. Die nach 48stiindiger Extraktion erhaltene Ather- 
lésung wurde filtriert*) und der freiwilligen Verdunstung iiber- 
lassen. Es hinterblieb eine von wenig Sirup durchsetzte 
Krystallmasse, die nach mehrtagigem Stehen auf Ton abgepreBt 
und aus heiBem Wasser umkrystallisiert wurde. Es wurden 
so 0,3366 g reine Bernsteinsadure erhalten, die bei 182° bis 
183° schmolz. 

AuBer durch den Schmelzpunkt und die héchst intensive 
Pyrrolprobe*) wurde das Vorliegen der Bernsteinsiure durch 
Analyse der im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrockneten 
Substanz sichergestellt : 


1) Sie entstammten den benutzten Reagenzien. 

2) Diese Zeitschr. 1, 253, 1906. 

*) Es hatte sich Schwefel abgeschieden, der aus den vulkanisierten 
Kautschukverbindungen des Apparates herriihrt. 

*) C. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 574, 1901. 
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0,1828 g Substanz gaben: 0,2739 g CO, und 0,0857 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,O, : 

C = 40,67°/,; H = 5,08°/,. 

Gefunden: C= 40,82°/,; H = 5,20°/,. 

c) Um einen Anhaltspunkt fiir den Umfang zu gewinnen, 
in dem die Asparaginséure der Umwandlung unterliegt, sind 
weder die Zahlen fiir propionsaures Silber noch die fiir Bern- 
steinsiure recht geeignet, da die Isolierung beider Verbindungen 
mit unvermeidlichen Verlusten verkniipft ist. Ein zuverlissigeres 
Bild erhaélt man durch die Bestimmung der durch Desami- 
dierung losgelésten Ammoniakmenge. 

Dieselbe kann natiirlich nicht in einer der Dampfdestillation 
bei schwefelsaurer Reaktion unterworfenen Portion geschehen. 
Sie wurde in einem besonderen Faulnisversuche ermittelt, der 
unter denselben Bedingungen gleichfalls mit 5,0 g Asparagin- 
siure in 500 ccm Wasser usw. angesetzt war und 30 Tage ge- 
dauert hatte. 

Von der auf 550,0 com aufgefiillten Fliissigkeit wurden 
220,0 ccm mit Magnesia destiiliert. 

Die iibergegangene Ammoniakmenge betrug 0,1355 g. Daraus 


berechnet sich, daB 0,1355 >< as = 0,33875 g NH,, entsprechend 


2,641 g zersetzter Asparaginsiure gebildet oder rund 52°/, zer- 
legt worden waren. 

d) Kontrolliert wurde diese Zahl durch Bestimmung der 
unangegriffenen Asparaginsaure. Dieselbe wurde in Sub- 
stanz isoliert, um zugleich ein Urteil dariiber zu erhalten, ob 
etwa unter der Wirkung der Faulnisbakterien durch CO,-Ab- 
spaltung ein Ubergang von Asparaginsaéure in Alanin statt- 
gefunden hatte: 

COOH — CH, — CH.NH, —COOH — 
CH, —CH.NH, — COOH. 

Fiir einen Eintritt dieser wichtigen und vielleicht auch aus- 
fiihrbaren Reaktion hat sich jedoch bisher kein Anhalt ergeben. 

Die restierenden 330,0 ccm Fiulnisfliissigkeit wurden mit 
Schwefelsiure angesiuert, 8mal mit Ather ausgeschiittelt, mit 
Barytwasser genau von der Schwefelsiure befreit, auf ungefahr 
40 ccm eingeengt und dann nach Zusatz von Ammoniak weiter auf 
etwa 15 ccm konzentriert, wobei der AmmoniakiiberschuB entwich. 
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Nach Zugabe von konzentrierter Kupferacetatlésung schied 
sich das von Hofmeister’) beschriebene Kupfersalz aus, das 
nach dem Auswaschen durch Schwefelwasserstoff in wiisseriger 
Suspension anfangs in der Kilte, schlieBlich in der Warme 
zerlegt wurde. Nach dem Eindampfen resultierten 1,188 g 


unveranderte Asparaginsaure; dieselben entsprechen oes >< 1,188 


330 
= 1,98 g oder rund 40°/, des Ausgangsmaterials. 


Diese Menge wiedergefundener Substanz steht mit dem 
Wert fiir zersetzte, der sich aus der Quantitat des abgespaltenen 
Ammoniaks ergibt, in angeniherter Ubereinstimmung. 


II. Asparagin., 


Die Faulnisversuche mit Asparagin sind ganz ebenso wie 
die mit der Asparaginsiure vorgenommen worden. Benutzt war 
das gewohnliche 1-Asparagin. 

Es wurden nach 32tagiger Faulnis von 5,0 g Asparagin 

a) 0,9582 g propionsaures Silber und 
b) 1,1010 g Bernsteinsaure 
gewonnen, Ameisensiure war qualitativ ebenfalls nachweisbar. 

a) 0,2007 g Substanz gaben 0,1196 g Silber, 

0,2404 g Substanz lieferten 0,1762 g CO, und 0,0627 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,O, Ag: 

C = 19,89°/,; H = 2,76°/,; Ag — 59,67°/,, 

Gefunden : C = 20,01°/,; H == 2,89°/,; Ag = 59,59°/,. 

b) 0,1650 g Substanz gaben 0,2445 g CO, und 0,0774 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,0O, : 

C = 40,67°/,; H=5,08°/,, 

Gefunden: C= 40,40°/,; H=—5,21°/,. 

Unter gleichen Bedingungen ist bei Verwendung von Aspa- 
ragin statt Asparaginsiure, die beinahe ein identisches Mole- 
kulargewicht (132 bzw. 133) besitzen, die Menge der Propion- 
siure rund doppelt und die der Bernsteinséure ungefahr 3*/, mal 
so groB. 

Falls man nicht etwa eine zufallige Verschiedenheit der 
gewohnlichen Faulnisbakterien*?) annehmen will, mu8 man 
schlieBen, daB das Amid Asparagin fiir die Faulniserreger ein 

1) Ann. 189, 6, 1877. 

2) Siehe W. Brasch, diese Zeitschr. 18, 380, 1909. 
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besseres Nahrmaterial als die Asparaginsaéure darstellt. Jeden- 
falls zeigen diese Versuche, welch geringe Unterschiede bereits 
einen erheblichen Einflu8 auf die qualitativen') und quanti- 
tativen Ergebnisse haben kénnen. 

Die Menge der Bernsteinsadure, die bei der Faulnis von 
Asparaginsaure gebildet wird, ist sehr viel gréBer als die, welche 
Neuberg und Brasch bei der bakteriellen Zersetzung der 
Glutaminsaure beobachfeten. Dafiir ist die Quantitét der 
flichtigen Fettsaure (Propionsdure), die durch Zerlegung 
der Asparaginsaiure entsteht, geringer als die, welche bei der 
Faulnis von Glutaminséure auftritt (Buttersiure). Schon vor 
30 Jahren hat F. Hoppe-Seyler*) Bernsteinsiure bei der 
Faulnis des Asparagins gefunden, eine gleichzeitige Bildung von 
Propionséure jedoch nicht angegeben. Fiaulnisversuche mit 
Asparaginsaure selbst scheinen nicht angestellt worden zu sein, 
obgleich doch diese und nicht das Asparagin ein EiweiSspal- 
tungsprodukt ist. Erst jetzt ist man berechtigt, fiir die wohl 
bei allen Faulnisvorgingen beobobachtete Bernsteinsiure eine 
der Hauptquellen in der Asparaginséure zu erblicken, wie das 
E. u. H. Salkowski*) schon vor 30 Jahren als Vermutung aus- 
gesprochen haben. 


1) So diirfte sich u. a. erkliren, da8 Borchardt bei der Faulnis 
der Glutaminsiure die geringen Mengen Bernsteinsiure nicht gefunden 
hat, die Brasch und Neuberg erhalten haben. Allerdings hat er mit 
Ather nicht erschépfend extrahiert, wie es fiir die Gewinnung kleiner 
Mengen Bernsteinsaéure unerlaBlich ist. Beziiglich der Entstehung von 
Bernsteinsiure aus Glutaminsiure sei auch auf Ehrlichs Versuche 
(diese Zeitschr. 18, 391, 1909) iiber die Einwirkung der Hefepilze auf 
Glutaminsiure verwiesen, die eine glatte Uberfiihrung in Bernsteinsiure 
zuwege bringen. — Ein Vorhandensein gréBerer Mengen von Ameisen- 
siure glaubte Borchardt bei der Glutaminsiurefiulnis ausschlieBen zu 
sollen, obgleich sein Silberpropionat ,,als schmutziggraues Salz ausfiel, 
das sich beim Stehen im Dunkeln noch etwas dunkler fairbte“. Nach 
unseren Erfahrungen ist Ameisensaéure ein fast konstantes Produkt bei 
der Faulnis von Proteinen und isolierten Aminosauren, ganz entsprechend 
ihrem Auftretén bei anderen einfachen Spaltungen von Aminosiuren, 
z. B. durch Licht (C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 305, 1908) oder durch 
den elektrischen Gleichstrom (C. Neuberg, diese Zeitschr. 17, 270, 1908). 
Ubrigens hat auch W: Brasch (diese Zeitschr. 18, 383, 1909) bei der Faul- 
nis der Glutaminsiure mit Reinkulturen die Ameisensaure fast nie vermiBt. 

2) Zeitschr. f. physiol: Chem. 2, 13, 1879. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 12, 648, 1879. 
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Verhalten von racemischer Glutaminsaure bei der Faulnis. 
Von 


Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


Durch Versuche von E. Schulze und E. BoBhard’), 
E. Fischer*), C. Neuberg und P. Mayer*) ist festgestellt, 
da8 racemische Aminoséuren durch Pilze in aktive Formen 
verwandelt werden kénnen, und F. Ehrlich*) hat gezeigt, daB 
dieses Verfahren hei Anwendung des Hefepilzes in vielen 
Fallen geradezu die praparativ bequemste Methode bildet. 
Uber das Verhalten von racemischen Aminosauren gegen Bak- 
terien scheinen keine Untersuchungen vorzuliegen. 

Bei der besonderen biologischen Bedeutung, welche die 
,Faulnis“ besitzt, ist das Verhalten racemischer Aminosauren 
gegen die gewoéhnlichen Faulniserreger von Interesse. 

Bekanntlich verlauft die Faulnis isolierter Aminosaiuren 
nicht quantitativ, d.h. sie ist meistens nach mehreren Wochen 
noch nicht vollstandig. Daher mu8 mit der Mdglichkeit ge- 
rechnet werden, daB die Bakterien an sich eine asymmetrische 
Zerlegung der Aminosaure bewirken, der zunachst entstandene 
optische Antipode bei der langen Versuchsdauer jedoch gleich- 
falls zersetzt wird. Schulze und BoBhard‘*), A. McKenzie 
und A. Harden®), Ehrlich*), Euler, Herzog u. a. haben 
Beobachtungen an Pilzen mitgeteilt, aus denen hervorgeht, daB 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 10, 134, 1886. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2451, 1899, 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 508, 1904. 

4) Diese Zeitschr. 1, 30, 1906: 

5) Lo. 8S. 141, 

8) Proc, chem. Soc. 19. 48, 1903. 
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eine absolute Resistenz einer optisch aktiven Form gegen die 
Einwirkung der betr. Mikroorganismen nicht besteht; es handelt 
sich nur um ungleiche Reaktionsgeschwindigkeiten bei der Zer- 
legung der beiden Antipoden. 

Auch wirklich symmetrisch verlaufende enzymatische Pro- 
zesse sind andererseits bekannt, z. B. die Bildung von r-Milch- 
siure bei der Vergérung des Zuckers mit Milchséurebakterien 
(E. Buchner und J. Meisenheimer’), der gleichartige Angriff 
der verschiedenen Raumformen des Tyrosins durch die Tyro- 
sinase aus Russula Queletii (G. Bertrand und M. Rosen- 
blatt*®) und die Wirkungsweise der peptolytischen Fermente 
verschiedener Pilze. (E. Abderhalden und H. Pringsheim’). 

In Riicksicht auf die erwahnten Verhiltnisse wurde die 
Priifung auf Aktivitét in kiirzeren Zwischenréumen vorge- 
nommen. 

Zur Anwendung kam reinste d, 1-Glutaminsaiure, die nach 
dem Verfahren von Michael und Wing*) dargestellt war. 

a) Der Ansatz zur Faulnis geschah nach den Angaben von 
Brasch und Neuberg’) fiir die aktive Glutaminsadure, nur 
wurde eine dreimal gréBere Menge, 15,0 g in 1500,0 ccm schwach 
alkalisiertem Wasser, der bakteriellen Zersetzung iiberlassen. 

Zur Bestimmung eines sich etwa einstellenden Drehungs- 
vermégens dienten 200,0 ccm — entsprechend 2,0 g urspriinglich 
angewandter d, 1-Glutaminséure —, die 


nach 1 Tage nach 15 Tagen 
» 3 Tagen o Bw 
” 5 ” ” 32 ” 


dem Faulnisgemische entnommen wurden. Jede Probe wurde 
mit einigen Tropfen rauchender Salzséure angesdiuert und bei 
40° auf etwa 10 com eingeengt, wobei ein starker Geruch 
nach fliichtigen Fettsiuren auftrat. Die zuriickbleibende salzsaure 
Lésung war schwach gelb, gestattete aber die polarimetrische 
Priifung. 


1) E. Buchner und J. Meisenheimer, Liebigs Annalen 349, 
125, 1906. 

2) Compt. rend. de l’Acad. des sciences 146, 304, 1908. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 247, 1909. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 17, 2984, 1884. 

5) Diese Zeitschr. 13, 299, 1908. 
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Vom ersten Tage ab war gleichmaBig eine minimale Links- 
drehung zu konstatieren (schwankend zwischen — 5’ und — 12’); 
sie war jedoch so gering, daB sie unméglich auf etwa ent- 
standene 1-Glutaminsaure zu beziehen war. Denn das Rotations- 
vermégen der letzteren ist recht erheblich, nach E. Fischer’) 
besitzt sie in salzsaurer Lésung die spezifische Drehung 


[a}} = — 30,05°. 


Die geringe Menge der optisch aktiven Substanz entstammt 
wohl dem zugesetzten Impfmaterial. (Die angewandte d,]1- 
Glutaminsiure war selbst vollig inaktiv und aus natiirlicher 
d-Glutaminsaure dargestellt). Fiir eine asymmetrische Spaltung 
hat sich also kein Anhalt ergeben. 

b) In einem anderen Versuche wurde gepriift, ob die bak- 
terielle Zersetzung der d, l-Glutaminsiiure in demselben Sinne 
wie die der d-Saure verlauft. 

Der Geruch nach fliichtigen Fettsiuren, der beim Ein- 
dampfen der auf ihr Drehungsvermégen untersuchten Proben 
unverkennbar war, deutete bereits auf den friiher*) bei der 
aktiven Form festgestellten Ubergang: 

COOH — CH, — CH, — CH- NH, — COOH ——+ 
COOH — CH, — CH, — CH, 
in Buttersaéure hin, der von einer Bildung von Ammoniak, Kohlen- 
siure, Ameisensdure sowie Bernsteinsiure begleitet ist. 

Des Vergleiches halber wurde, genau den Angaben ent- 
sprechend, die Brasch und Neuberg’) fiir die d-Glutamin- 
siure gemacht haben, ein Faulnisversuch mit 5,0 g Racemkérper 
ausgefiihrt und bei 38° auf vier Wochen ausgedehnt. 

Die Menge des innerhalb 36 Stunden erhaltenen Wasser- 
dampfdestillates betrug 3080 ccm, die zur Neutralisation 77,4 ccm 
»/,-NaOH erforderten. 

Die dadurch angezeigte Menge der fliichtigen Sauren stimmt 
innerhalb der Fehlergrenze mit der friiher erhaltenen Quantitat 
(81,0 ccm "/,-NaOH) iiberein. Die Buttersaiure wurde als 
Silbersalz identifiziert; es wurden davon 1,32 g (bei der d-Form 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2451, 1899. 
2) C. Neuberg, Sitzungsber. der Kgl. PreuB. Akad. d. Wissensch. 
1907; Sitzung vom 16. Mai. Diese Zeitschr. 7, 183, 1907. 
%)Lo. 
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1,93 g) gewonnen. Die Menge der Ameisenséure wurde in 
bekannter Weise durch Abscheidung der aquivalenten Menge 
Calomel ermittelt; sie ergab sich daraus zu 0,145 g, gleich etwa 
10°/, der Theorie. Diese Quantitaét ist etwas geringer als die, 
welche bei der aktiven Form aus der Differenz der Daten fiir 
die Gesamtaciditét und das isolierte Silberbutyrat schatzungs- 
weise angenommen war. Bernsteinsaure ist qualitativ in dem 
durch 4tagige Extraktion gewonnenen Atherauszuge der nicht 
fliichtigen Fiaulnisprodukte ebenfalls nachgewiesen worden, die 
quantitative Bestimmung ging verloren. 

Demnach verliuft der Abbau der racemischen Glutamin- 
siure durch die gewéhnlichen Faulniserreger nicht merklich ver- 
schieden von der Zerlegung der natiirlichen rechtsdrehenden 
Saiure. Das Auftreten einer optisch-aktiven Form konnte dabei 
zu keiner Zeit nachgewiesen werden. 




















Verhalten von 4d, l-c-Aminoisovaleriansaure (d, 1-Valin) 
bei der Faulnis. 
Von 
Carl Neuberg, Berlin und Laizlé Karezag, Szolnok. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institus der 
Universitat Berlin.) 


Vor einiger Zeit haben C. Neuberg und E. Rosenberg’) 
gezeigt, daB unter den bei der EiweiSfaulnis auftretenden Fett- 
sauren rechtsdrehende Valerianséure (d-Methylathylessigsiure) 
in ziemlicher Menge vorhanden ist. Wie damals ausfiihrlich dar- 
gelegt wurde, ist die Herkunft dieser Substanz wie der sie be- 
gleitenden isomeren Valeriansauren nicht mit Sicherheit anzugeben. 

Bei den jetzt ausgefiihrten Versuchen iiber diese Frage 
haben wir das Schicksal der d, l-a-Aminoisovaleriansaure 

CH, 

/CH—CH. NH,—COOH 
CH, 
bei der Faulnis nach verschiedenen Richtungen verfolgt, da 
iiber den Abbau der a-Aminovalerianséuren durch Bakterien 
iiberhaupt nichts bekannt zu sein scheint. 

Das Ausgangsmaterial wurde nach der Vorschrift von 
M. D. Slimmer?*) dargestellt. 


Anstatt die a-Bromisovaleriansiure mit Ammoniak und Ammonium- 
carbonat im Autoklaven auf 5 bis 6 Atmosphiren Druck zu erhitzen, 
kann man das Gemisch auch 6 bis 7 Tage in einer Glasstipselflasche bei 
40° im Brutschranke digerieren. Die Ausbeuten sind ungefihr dieselben. 


Der Gang der Untersuchung war folgender: 
10,0 g racemische Aminoisovaleriansiure wurden in 450 com 
heiBem Wasser gelést, bis zur schwach alkalischen Reaktion 


1) Diese Zeitschr. 7, 178, 1907. 
8) Ber. d. Deutsch, chem. Ges. 35, 400, 1902, 
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mit Natriumcarbonat versetzt und nach Zusatz einer kleinen 
Quantitét Nahrsubstanz (je eines Tropfens einer gesiattigten 
Lésung von Chlorkaiium, Dinatriumphosphat und Magnesium- 
sulfat) mit einigen Tropfen nach E. Salkowskis Angaben be- 
reiteter Faulnismischung geimpft. Nach etwa 8 Tagen gab eine 
kleine Probe, mit Schwefelsiure gekocht, nach fliichtigen Fett- 
siuren riechende Dampfe, und eine andere Probe zeigte eine 
Abspaltung von Ammoniak. 

a) Nach vierwéchentlichem Stehen im Brutschranke — wo- 
bei wir durch mehrfachen Zusatz von Soda dafiir Sorge 
trugen, da8 die Reaktion alkalisch blieb —, wurde die Lésung 
mit 30 ccm Schwefelsiure von 20°/, angesiuert und im Dampf- 
strome 36 Stunden lang destilliert. — Das Destillat verbrauchte 
8,8 com ®/,-NaOH zur Neutralisation. — Um Verluste durch 
Dissoziation zu vermeiden, wurden noch 10,0 ccm ®/,-Natron- 
lauge zugesetzt und bis auf ein Volum von 40 ccm eingedampft. 
Eine kleine Probe gab deutlich positive Reaktion auf Ameisen- 
siure, weshalb die gebildete Saure in der friiher angegebenen 
Weise?) mit Mercurisulfat zerstért wurde. Nach dem Erkalten 
und Abfiltrieren vom ausgeschiedenen Quecksilberoxydulsalz 
wurde die Fliissigkeit zur Entfernung des Quecksilbers mit 
Schwefelwasserstoff behandelt, vom Mercurisulfid abfiltriert, die 
Schwefelsiure durch Baryt und dessen Uberschu8 durch Kohlen- 
siure entfernt. 

Die Fliissigkeit wurde dann auf dem Wasserbade eingeengt; 
beim Verdunsten erstarrte der Riickstand krystallinisch. Da er 
einen geringen Chlorgehalt*) aufwies, wurde er zunichst bei 
schwach verdiinnter salpetersaurer Reaktion mit Silbernitratlésung 
behandelt. Das Filtrat vom Chlorsilber wurde ammoniakalisch 
gemacht, eingeengt, wobei der Ammoniakiiberschu8 entwich, 
filtriert und dann mit konzentriertem Silbernitrat ausgefallt; der 
Niederschlag wurde nach 12stiindigem Stehen unter LichtabschluB 
abgesaugt, nacheinander mit kaltem Wasser, absolutem Alkohol 
und trocknem Ather ausgewaschen und sodann bis zur Gewichts- 
konstanz im Dunkelexsiccator aufbewahrt. Die Analyse ergab 
folgendes : 


1) W. Brasch und C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 299, 1908. 
®) Ein solcher ist schwer zu vermeiden, er ist stets vorhanden, 
wenn gewohnliches Wasser zur Dampfdestillation dient. 
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0,1164 g Substanz gaben 0,0608 g Ag, 

0,1396 g * »  0,1463 g CO, und 0,0559 g H,O, 

C,H,O, Ag. Ber. C= 28,70°/,; H = 4,31°/,; Ag = 51,67°/,, 
Gef. C = 28,58°/,; H = 4,45°/,; Ag = 52,24°/,. 

Es lag also valeriansaures Silber vor. 


f) Die Verarbeitung des Destillationsriickstandes ge- 
schah folgendermaBen: 

Die Schwefelsiure wurde mit Barytwasser entfernt und 
die schwach alkalische Lésung mit Ather ausgeschiittelt. Der 
atherische Auszug wurde mit Salzsiure angesiuert, dann der 
Ather abdestilliert. Eine Probe des Riickstandes gab bei einem 
Vorversuche ein in siedendem Wasser lésliches Chloroplatinat. 
Daraufhin wurde der gesamte Atherriickstand mehrmals mit 
heiBem absolutem Alkohol extrahiert, die alkoholischen Aus- 
ziige vereint und verdunstet, der Riickstand in wenig Wasser 
aufgenommen und mit einer konzentrierten Platinchloridlésung 
versetzt. Es entstand bald ein Niederschlag, die Krystalle ver- 
mehrten sich beim Einengen im Exsiccator. Sie wurden dann 
abgesaugt und aus siedendem Wasser umkrystallisiert, woraus 
sie bei langsamer Verdunstung in prachtigen Formen ausfielen. 

Die Menge des zur Gewichtskonstanz getrockneten orange- 
roten Platinchloriddoppelsalzes betrug 0,424 g; sein Zersetzungs- 
punkt lag bei 226 bis 227°. 

Bei der Analyse wurde der Gehalt an Chlor und Platin 
an derselben Substanzmenge nach dem sehr bequemen Ver- 
fahren von O. Wallach’) ermittelt (ersteres wurde titrimetrisch, 
letzteres als Metall bestimmt). 

0,2148 g Substanz verbrauchten 23,4 ccm 2/,,-Silberlésung 
== 0,0831 g Cl und lieferten 0,0749 g Pt. 


Ferner ergab die Stickstoffbestimmung nach Dumas mit 
0,1958 g Substanz 8,4 ccm N (bei 16,8° und 758 mm). 


Aus diesen Daten folgt, daB es sich hier um Butylamin- 
chloroplatinat handelt. 


Berechnet fiir (C,H,NH,),.H,PtCl,: 
N=5,03°/,; Pt 35,07; Cl=38,31°/,, 
Gef. N= 4,95°/,; Pt 34,85; Cl— 38,67%/,. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 14, 753, 1881. 
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Das Material reichte nicht aus, die Natur des zugrunde- 
liegenden Butylamins zu ermitteln. Bei Abstammung aus der 
«-Aminoisovaleriansaure diirfte ihm dieStruktur des Isobutylamins 


CH, 
CH — CH,.NH 
CH,” a 


zukommen. 

y) Die durch Wasserdampfdestillation von fliichtigen Sauren, 
durch Atherextraktion bei barytalkalischer Reaktion von Basen 
befreite Lésung wurde auf einen Gehalt an dem Ausgangs- 
material, an Aminoisovalerianséure, untersucht. Zu diesem 
Zwecke wurde zunichst mit verdiinnter Schwefelsiure an- 
gesduert, vom Bariumsulfat abfiltriert und mehrmals mit Ather 
ausgeschiittelt, um eventuell gebildete saure, nicht fliichtige Pro- 
dukte zu entfernen. Der atherische Auszug hinterlie beim 
Verdunsten nur Spuren eines Riickstandes. 

Die extrahierte Fiiissigkeit wurde dann mit Barytwasser 
von der Schwefeisdure befreit und zur Entfernung iiberschiissigen 
Bariumhydroxyds mit Kohlensaéure behandelt. Das Filtrat vom 
Bariumcarbonat wurde eingedampft, nochmals filtriert und nach 
dem Einengen auf ein kleines Volumen mit etwas Alkohol ver- 
setzt. Nach einigen Tagen wurden die ausgefallenen Krystalle 
abgesaugt und aus heiSem Wasser umkrystallisiert. Sie hatten 
das Aussehen von Aminoisovaleriansaure. 

Es zeigte sich nun, daB die wiasserige Lésung derselben 
optisch aktiv war, waihrend die angewandte Aminosaure inaktiv 
gewesen war (vor Ansatz der Faulnis wurde die Aminoisovalerian- 
siure auf Aktivitét polarimetrisch untersucht). Die Gesamt- 
menge des Riickstandes betrug 1,10 g; davon wurde 1,0 g in 
10 com 20°/,iger HCl gelést und polarisiert. Lésung dreht nach 
links, und zwar war [a]p,, = — 3° 04. — Das spezifische 
Drehungsvermégen des 1-Valins ist in salzsaurer Losung nach 
E. Fischer’) 

[a], = — 28,4°. 


Daraus ergibt sich, da8 die zuriickgewonnene Aminoiso- 
valeriansadure rund 11°/, der |-Komponente enthilt; sie ist der 
optische Antipode des als EiweiSspaltungsprodukt aufgefundenen 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2326, 1906. 
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d-Valins [E. Schulze’), E. Fischer’), E. Fischer und 
Th. Dérpinghaus*), A. Kossel und H. D. Dakin‘*)] und 
dieselbe Raumform, die bei der Spaltung des racemischen 
Valins durch Hefepilze entsteht [F. Ehrlich®)]. 

Die zur Polarisation verwendete salzsaure Aminoisovalerian- 
siurelésung wurde nebst dem iibrig gebliebenen kleinen Rest 
freier Aminosdure eingedampft, mit Wasser aufgenommen und 
mit Bleicarbonat bis zum Verschwinden der Halogenreaktion 
gekocht. Die erkaltete Lésung wurde abfiltriert, durch 
Schwefelwasserstoff entbleit und bis zur Krystallisation ein- 
gedampft. Um die noch anhaftende Spur salzsaurer Amino- 
séure zu entfernen, wurden die Krystalle in verdiinntem Alkohol 
auf dem Wasserbade gelést und der langsamen Verdunstung 
iiberlassen, worauf reines Valin in schénen Krystallen ausfiel. 
Diese wurden abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und im Ex- 
siccator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,1856 g Substanz gaben 0,3478 g CO, und 0,1602 g H,O. 

Fir C,H,,0O,N. Ber. C= 51,29°/,; H = 9,40°/,, 

Gef. C = 51,07°/,; H = 9,65°/,. 

Die mitgeteilten Versuche zeigen, daB d, l-Aminoisovalerian- 
siure bei der Faulnis z. T. desamidiert wird und eine Valerian- 
saure, vermutlich Isovaleriansaure, liefert. Ein kleiner Teil der 
Aminoséure geht — offenbar unter Kohlensaureverlust — in 
Butylamin iiber. Es la8t sich ein asymmetrischer Angriff der 
Bakterien nachweisen, da der zuriickgewonnene Teil der Amino- 
isovalerianséure in salzsaurer Lésung laivogyr war. 


1) Journ. f. prakt. Chem. 27, 337. — Zeitechr. f. physiol. Chem. 12, 
405, 1888. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 159, 1901. 

%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 469, 1902. 

*) Zeitechr. f. physiol. Chem. 40, 565, 1904. 

5) Diese Zeitschr. 1, 28. 1906. 
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Kobragift und Hamolyse. 
II. Mitteilung. 


Von 
Ivar Bang. 
(Aus dem med.-chemischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 4. Mai 1909.) 


Vor einiger Zeit habe ich Untersuchungen iiber die Kobra- 
gifthamolyse mitgeteilt,’) welche darin gipfelten, daB 1. Kyes’ 
sogenanntes Kobralecithid nicht existieren kann und daS 2. 
Lecithin auch nicht als Aktivator bei der Kobragifthamolyse 


fungiert und iiberhaupt nichts damit zu tun hat. Wenn 
Handelslecithin das Kobragift zu aktivieren vermag, muf ein 
anderer Korper als Lecithin den wirksamen Bestandteil dar- 
stellen. 3. Weiter zeigten meine Untersuchungen, daf es jeden- 
falls zweifelhaft ist, ob iiberhaupt Phosphatide Aktivatoren 
sind, als sicher anerkannte Aktivatoren kommen nur die unge- 
sittigten Fettséuren bzw. deren Seifen in Betracht. 

Es fragt sich dann zunichst, wie diese Aktivatoren wirken. 
Es ist selbstverstindlich a priori nicht unméglich, daB der 
Aktivator mit dem Gifte in ahnlicher Weise betreffs Hamolyse 
reagieren kénnte, wie nach P. Ehrlich (und entgegen des Ver- 
fassers Anschauung) Immunkérper und Komplement. Anderseits 
ware denkbar, daB der hamolytische Effekt von Aktivator und 
Gift eine Summation der Einzelwirkungen von beiden darstellen 
kénnte. Es ist sicher kein Zufall, da8 nur die Stoffe als Akti- 
vatoren fungieren kénnen, welche an und fiir sich in etwas 
gréBerer Menge Hiamolyse bewirken. Andere Méglichkeiten 
stehen auch offen. 


1) Diese Zeitschr. 11, 521, 1908. 
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Selbstverstandlieh lassen sich alle diese Méglichkeiten durch 
die Experimentalforschung niher studieren. Nach meiner Uber- 
zeugung lieB sich aber hierdurch kaum ein tieferer Einblick in 
die Vorgange gewinnen, da man in diesem Falle mit vielen 
Unbekannten auf einmal arbeitet: Blutkérperchen, Kobragift, 
Aktivatoren und Salzen. DaB die Salze keineswegs gleichgiiltig 
sind, zeigen die Beobachtungen von Noguchi u. a., nach denen 
die Salze der zweiwertigen Metalle schon in sehr kleiner 
Menge die Kobragifthimolyse vollstandig verhindern kénnen. 
Die Méglichkeit steht demgem&8 offen, daB auch die Salze der 
einwertigen Metalle oder in casu NaCl eine ahnliche Wirkung 
vielleicht besitzen. 

Fiir eine solche Méglichkeit spricht der Umstand, da 
das Kobragift Blutkérperchen in Rohrzuckerlésung direkt ohne 
irgendwelchen Aktivator auflést. 

Ich habe deswegen als meine erste Aufgabe das Studium 
der Kobragifthaimolyse des Rohrzuckerblutes _be- 
trachtet. Mit der Erledigung dieser Frage kam die Bedeutung 
der Salze zur Untersuchung. Erst wenn diese zwei Faktoren 
aufgeklart waren, konnte man zur Untersuchung der Bedeutung 
der Aktivatoren iibergehen, und zwar sowohl fiir die Himolyse 
des Rohrzuckerblutes als des Kochsalzblutes. 

Die vorliegende Abhandlung soll nur die Hiamolyse des 
Rohrzuckerblutes und die Bedeutung der Salze umfassen, und 
es bleibt einer folgenden Abhandlung die Aufklarung der Rolle 
des Aktivators vorbehalten. 


1. Methodik. 


Das Blut war in den meisten Versuchen Rinderblut, an- 
fangs von erwachsenen Tieren, spiter beinahe ausschlieBlich 
von Kialbern. (Doch sind die Ergebnisse durch Versuche an 
Ochsenblut bestiatigt.) Gelegentlich wurden auch Versuche 
mit Schweineblut, Schafblut und Kaninchenblut angestellt. 
(Die Ergebnisse mit den letztgenannten Blutsorten sollen hier 
nicht besprochen werden. Es waren nur orientierende Versuche, 
welche iibrigens zeigten, da8 keine prinzipiellen Unterschiede 
gegeniiber Kobragift zwischen empfindlichem und unempfind- 
lichem Rohrzuckerblute existieren.) 
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Das Blut wurde als 5°/,ige Aufschwemmung in 8°/,iger 
Rohrzuckerlésung verwendet. Zuerst wurde zweimal mit 
Rohrzuckerlésung ausgewaschen. Die Notwendigkeit des Aus- 
waschens von Serumbestandteilen illustriert folgende, besonders 
darauf gerichtete Untersuchung. 

Kalbsblut (welches in Zuckerlésung nicht agglutiniert) 
wurde teils direkt mit Rohrzuckerlésung verdiinnt, teils damit 
ein-, zwei- und dreimal ausgewaschen und dann bis zu einer 
5°/,igen Blutaufschwemmung verdiinnt. 


Tabelle I. 
0,1°/,ige Kobragiftlésung in ccm 
Blut Nr. 4 0,04" 0,06 0,08 0,10 


Direkt m. Rohrzucker verdiinnt -+- -++- + + 
lmal ausgewaschen .. . . total total total total 
2mal a — eee <a total total total 


In diesem und den folgenden Versuchen bedeutet 0 = keine 
Hamolyse, --- — schwache, -+--1-, miBige, ++++-— starke und total — 
komplette Hamolyse. 

Die Gegenwart von Serum hat also in diesem Versuche 
die Hamolyse verhindert, trotzdem bekanntlich beim Kochsalz- 
blut das Serum einen Aktivator des Kobragiftes darstellt. 

Auch durch Zusatz von Serum an ausgewaschenen Blut- 
kérperchen kann man die Hemmung zeigen. Hierzuv lassen 
sich auch andere Blutsorten wie Kaninchenserum verwenden. 
Eine Hemmung der Haémolyse von Kochsalzblut mit Kobragift 
und ,,Lecithin’‘ durch Kaninchenserum haben bereits Kyes und 
Sachs nachgewiesen. 

Schon eine einmalige Auswaschung geniigt jedoch, um diesen 
EinfluB zu eliminieren. In simtlichen folgenden Versuchen wurde 
aber das Blut zweimal mit Zuckerlésung ausgewaschen, und 
wir kénnen demgem&8 von dieser Fehlerquelle absehen. 

Da sowohl Ochsenblut wie Kalbsblut erhebliche Variationen 
gegen die Einwirkung von Kobragift zeigten, war es absolut 
notwendig, die Ergebnisse durch zahlreiche Kontrolluntersuchungen 
mit anderem Blute zu priifen. Wie aus den folgenden Ubersichts- 
tabellen ersichtlich ist, ist dies auch iiberall geschehen. Aus 
Griinden, die spiter erwihnt werden sollen, war es weiter not- 
wendig, simtliche Versuche an einem und demselben Tage an- 


zustellen. Sonst sind naémlich die Ergebnisse nicht vergleichbar. 
29* 
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Ferner behalt das Blut, im eigenem Serum aufbewahrt, nicht 
immer eine unveranderte Empfindlichkeit bei, was auch be- 
riicksichtigt werden muBte. 

Um technische Fehler beim Abmessen usw. vermeiden zu 
konnen, war es notwendig, Doppelversuche anzustellen, was auch 
meistens geschehen ist. (In den letzten 20 Versuchsserien 
wurden jedoch gewéhnlich nur Einzelversuche vorgenommen.) 

Bei der Anstellung der Versuche wurde erst die Giftlésung 
in die Réhrehen eingefiihrt und dann mit Rohrzuckerlésung 
bis 0,2 ccm erginzt (das letztere jedoch in den 20 letzten Ver- 
suchsserien unterlassen). Hierzu wurden dann im Strahle 
2 com 5°/, iges Rohrzuckerblut hinzugefiigt. Wenn Salze usw. zur 
Verwendung kamen, wurden diese gewéhnlich zuerst, nachher die 
Kobralésung und zuletzt das Blut hinzugesetzt. Durch besonders 
darauf gerichtete Versuche habe ich mich iibrigens iiberzeugt, 
daB die Reihenfolge gleichgiiltig ist. Nach der Mischung wurde 
umgeschiittelt und die Proben in einen Thermostaten bei 37° ge- 
stellt. Nach einer Stunde wurden die Proben herausgenommen, 
umgeschiittelt und in den Eisschrank gestellt. Nach 16 Stunden 
im Eisschrank wurden die Ergebnisse protokolliert. 

Weiter ist es selbstverstindlich wichtig, wenn man zahl- 
reiche Versuchsserien anstellen will, da8 man iiber eine unver- 
anderliche Stammlésung verfiigt. Die Giftlésung war ge- 
wohnlich ein 0,1°/,iges Kobragift in Wasser und Glycerin 
(ana partes), wie die meisten Forscher es benutzen. Weil un- 
begrenzt haltbar, ist diese Form sehr vorteilhaft, besonders wenn 
man — wie ich selbst — nur iiber geringe Giftquantitaten ver- 
fiigt. Die meisten Versuche sind auch hier mit solchen 
Giftlésungen angestellt. Ich habe hierbei stillschweigend an- 
genommen, daBS das Glycerin ohne Bedeutung sei. Als 
permeabel diirfte das Glycerin sich gleichmaBig auf Blut- 
kérperchen und Filiissigkeit verteilen, was auch von mir direkt 
nachgewiesen wurde. Trotzdem habe ich nicht verséumt, ver- 
gleichende Untersuchungen mit rein wiisserigen Kobralésungen 
anzustellen. In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse hier- 
mit zusammengestellt. 
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Tabelle II. 
0,1 °/,ige Kobralésung in ecm 
Blut Nr. 0,04 0,06 0,08 0,10 

72a 0 0 — — 

b 0 0 0 abt be 
73 a 0 0 0 0 

b 0 0 0 0 
74a 0 0 ae total 

b 0 0 0 - 
75a 0 0 fou total 

b 0 0 0 Kuppe 
76 4 oo total total total 

b 0 0 0 0 
77a 0 0 Lot total 

b 0 0 = total 
78 a att total total total 

b ae tee total total total 
79a 0 +4++ 44+ +4 

b 0 +. 0 total 
80 a t-te total total total 

b 0 total total total 
8la — ++ ++ +4- 

b 0 0 0 0 
82a +-+ total total total 

b 0° +++ +++ total 
83 a 0 0 0 0 

b 0 0 0 of -nfonf 


a = wisserige, b = glycerinhaltige Kobralésung. 


Wie ersichtlich, sind die Blutkérperchen gegeniiber wiasseriger 
Kobralésung im allgemeinen etwas empfindlicher. (Besonders 
ist Versuch Nr. 76, welcher mit demselben Resultate wiederholt 
wurde, deutlich.) Anderseits kommt auch das entgegengesetzte 
Verhiltnis bisweilen vor (Nr. 72, 83 u. a.). Und endlich zeigen 
die Blutkérperchen in einigen Versuchen (wie Nr. 77, 78, 79, 
80, 82) dieselbe Empfindlichkeit gegen beide Giftlésungen. Ich 
méchte die Unterschiede auf eine verschiedene Permeabilitat 
der Blutkérperchen gegeniiher Glycerin erkliren. Wenn sie 
weniger permeabel sind, bewirkt das Glycerin einen Uberdruck, 
welcher die Hiamolyse verhindert. Ich habe gefunden, daB 
solche Blutkérperchen nach Glycerinbehandlung besonders resistent 
gegen Verdiinnung sind, was mit einer geringen Diosmose von 
Glycerin zusammenhiingen kann. Ubrigens lege ich auf diese 
Erklarung keinen besonderen Wert. . 

Jedenfalls geht aus den Versuchen hervor, daB es sehr 
notwendig war, die Ergebnisse durch Verwendung von glycerin- 
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haltiger Giftlésung mit Kontrolluntersuchungen von rein wisse- 


rigen Kobralésungen zu_verifizieren. 


geschehen. 


Dies ist auch iiberall 


2. Das Rohrzuckerblut wird von Kobragift allein himolysiert. 


In meinen ersten Versuchen wurde Ochsenblut, welches 

24 Stunden im Eisschranke zur Deglutination gestanden hatte, 

verwendet. Die Ergebnisse waren indessen nicht besonders er- 

munternd, indem die Resistenz gegen Kobragift ganz erheblich 
variierte, wie die folgende Tabelle zeigen kann. 

Tabelle III. 


0,1°/,ige Kobralésung in ccm 





Blut Nr. 0,04 0,06 
2 0 0 
8 + “TT total 
9b‘) total total 
10 0 Kuppe 
ll 0 0 
12 0 +++ 
13 + ++ 
36 0 0 
54 0 total 
902) wate total 
92 0 Se om 
93 0 + 
94 0 0 


0,08 0,10 
0 Trt 
total total 
total total 
> 7 
+--+ total 
+++ total 
total total 
0 0 
total total 
total total 
total total 
0 Kuppe 
0 Kuppe 





In einigen Versuchen wurden 


24 Stunden wiederholt. 


die Bestimmungen nach 


Es zeigte sich dann, da8 in einigen 


Fallen die Empfindlichkeit erheblich vermindert worden war. 
Tabelle IV kann dariiber unterrichten. 


Tabelle IV. 
Blut 0,1°/,iges Kobragift in com 
Nr. 0,04 0,06 0,08 0,10 
9 Gleich nach Deglutination total total total! total 
24 Stunden spiiter . 0 0 0 0 
10 Gleich nach Deglutination 0 Kuppe pete aaa 
24 Stunden spiiter . 0 0 0 —— 
13 Gleich nach Deglutination -+ spot total total 
24 Stunden spiiter . + + -- total total 
48 Stunden spiter . 0 0 0 — 
92 Gleich nach Deglutination 0 ned total total 
24 Stunden spiter . 0 — _— — 


1) 9a = Kalbsblut, 9b = Ochsenblut. Beide wurden an demselben 
Tage verarbeitet. 
2) Die Nummern 90 bis 94 stellen die ersten Versuchsserien dar. 
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In anderen Versuchsserien war die Resistenz nach 24 Stun. 
den unverandert geblieben (Nr. 8, 11 und 13), in der letzteren 
wurde jedoch die verminderte Empfindlichkeit nach 48 Stunden 
nachgewiesen. 

Da also das Ochsenblut sich weniger geeignet erwies, wurden 
Versuche mit Kalbsblut angestellt, und zwar mit dem bemerkens- 
werten Erfolg, da8 dasselbe nicht in Rohrzuckerlésung agglu- 
tiniert, weshalb man hier die Deglutination nicht abzuwarten 
brauchte. Die Veranderungen, welche beim Stehen mit Rohr- 
zuckerlésung eintreten, lieBen sich deswegen hier vermeiden, und 
man konnte deshalb hoffen, durch Verwendung von Kalbsblut 
gleichmaBigere Resultate zu erzielen. Inwieweit diese Hoff- 
nungen erfiillt worden sind, kann die folgende Tabelle illustrieren. 


Tabelle V. 
0,1°/, ige Kobralésung in ccm 

Blut Nr. 0,04 0,06 0,08 0,10 
1 LiL it total total total 
3 0 6 sak ery 
4 noe iced total 
5 oe total total total 
6 Kuppe nae ao oars 
7 total total total total 

8 0 - 4. 4-4 
14 0 -+- total total 
15 + cee sek total 

16 0 0 _ — 
7 = ---b- total total 
18 0 pice sedate total 
19 total total total total 


Ein Vergleich der 13 Rinderblutsorten mit den 13 Kalbs- 
blutsorten, welche beide von derselben Jahreszeit her- 
stammen, zeigt, daS vom Rinderblut 62°/,, von dem Kalbsblut 
aber 77°/, empfindlich waren. (Vom Kalbsblut sind weiter zirka 
80 Blutsorten untersucht worden; iiber die Ergebnisse wird 
spater berichtet werden.) 

Indessen sind die Versuchsserien vielleicht nicht zahlreich 
genug, daB den Schluffolgerungen gréBerer Wert beigelegt 
werden kann, und die gefundenen Unterschiede sind auch 
nicht besonders groB. Einen weit besseren Uberblick bekommt 
man aber, wenn man die Ergebnisse gleich nach der Dar- 
stellung des Rohrzuckerblutes mit denjenigen von Kalbsblut, 
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welches 24 Stunden im Eisschrank gestanden hat, vergleicht. 
Solches Blut hat also genau dieselbe Zeit gestanden, welche 
zur Deglutination des Ochsenblutes notwendig ist. 


Tabelle VI. 
Blut 0,1°/,ige Kobralésung in ccm 
Nr. 0,04 0,06 0,08 0,10 
1 Gleich nach Mischuug -+++-—+- total total total 
Nach 24 Stunden 0 0 4. +4 
Nach 48 i 0 0 0 — 
4 Gleich nach Mischung a. aoa ante total 
Nach 24 Stunden 0 0 0 0 
5 Gleich nach Mischung -}--—--- total total total 
Nach 24 Stunden 0 0 0 ae 
7 Gleich nach Mischung total total total total 
Nach 24 Stunden 0 0 0 0 
9 Gleich nach Mischung 0 — = + 
Nach 24 Stunden 0 — — -}-.1.. 
14 Gleich nach Mischung 0 - total total 
Nach 24 Stunden 0 a see waa 
15 Gleich nach Mischung — +++ +++ total 
Nach 24 Stunden seek +++ +++ total 
17 Gleich nach Mischung : +++ total total 
Nach 24 Stunden 0 +++ total total 
18 Gleich nach Mischung 0 +++ +++ total 
Nach 24 Stunden 0 ++ +++ total 


Wie ersichtlich, wird auch das Kalbsblut beim Stehen oft 
erheblich verindert, jedoch nicht immer, da das Blut in 
ca. 40°/, eine unverainderte Empfindlichkeit beibehalten hat 
(wahrscheinlich ist diese Ziffer etwas zu hoch; bei den iibrigen 
Blutsorten war die unverainderte Empfindlichkeit nur ausnahms- 
weise zu finden). Jedenfalls ist es vorteilhaft, das Blut 
unmittelbar nach der Mischung zu benutzen; denn man kann 
unmdglich die Ergebnisse bei Verwendung gestandenen Blutes 
mit denjenigen von frischem Rohrzuckerblut vergleichen. 

Es fragt sich dann weiter, ob das Blut dieselbe Empfind- 
lichkeit vor und nach der Koagulation und nach Aufbewahrung 
wahrend einiger Zeit im eigenen Serum beibehalt. Wahrend nur ein- 
mal das Kalbsblut vor und nach der Koagulation (das Blut 
spritzte direkt von der Ader in die Rohrzuckerlésung bzw. wurde 
ca, 1 Stunde nach der Koagulation damit verdiinnt usw.) unter- 
sucht wurde (wobei kein Unterschied gefunden wurde), ist dfter 
das Blut 1 bis 2 Stunden nach der Koagulation und 24 Stun- 
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den spater zur Darstellung von Rohrzuckerblut verwendet 
worden. Einige solche Versuche sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt. 

Tabelle VII. 


0,1°/,ige Kobragiftlésung in com 


Blut Nr. 0,04 0,06 0.08 0,10 
44a 0 total total total 
b L — oto total 
45 a total total total total 
b 0 total total total 
47 a 4-H. total total total 
b 0 wean total total 
48 a total total total total 
b 0 0 ata total 
52 a 0 0 0 total 
b 0 0 — total 

59 a 0 0 0 0 
b — mean total total 
60 a 0 total total total 
b —_ total total total 
74 a 0 ae a total 
b 0 0 Se total 

a= frisches Blut, b = 24 Stunden altes Blut mit Rohrzuckerlésung ver- 
diinnt usw. 


Die Tabelle VII zeigt, daB das Blut zwar oft eine un- 
veranderte Empfindlichkeit beibehalt, jedoch nicht immer, 
da man nicht selten eine deutlich verminderte Empfindlich- 
keit, ausnahmsweise aber auch eine gréSere Empfindlichkeit 
beobachten kann. Aus diesen Griinden ist es nicht erlaubt, die 
Ergebnisse mit frischem und altem Blute direkt miteinander 
zu vergleichen. 

Zuletzt hat sich herausgestellt, daB das Kalbsblut zu ver- 
schiedenen Jahreszeiten recht bedeutende Variationen der 
Empfindlichkeit aufweist. Da diese Tatsache bis jetzt unbekannt 
ist und ihr zudem eine gewisse Bedeutung zukommt, erlaube ich 
mir, die Ergebnisse ausfiihrlich zu besprechen. Sie sind in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt. Hier sind jedoch einige Blut- 
sorten vom Kalb nicht mit aufgenommen, bei welchen nur das 
Rohrzuckerblut nach 24 Stunden untersucht wurde. Diese Ver- 
suche wurden in den Monaten Mai und Juni ausgefiihrt. Sie 
zeigen gewohnlich eine recht groBe Empfindlichkeit gegen 
Kobragift. 
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Tabelle VIII. 


Blut 


Nr. 0,02 


onto cn 


7 


coo+o!T So] cooo4 Co) 


Sak 
oo 
t 


+ 


39 


40 0 
41!) total 
42) PTT 
43 0 


52 


0 
0 
53 0 


total 


0,1°/,ige Kobralésung in ccm 


0,04 0,06 0,08 
+++ total total 
total total total 
total total total 
0 oat fae 
0 = total 
0 0 0 
+t+ total 
0 +44 +44— 
total total total 
— +++. total 
— 1 total 
— total total 
+ total tatal 
total total total 
total total total 
0 A. 2 wes 
total total total 
0 total total 
— total total 
0 wie ame }- 4 
ape a total 0 
0 oe a ow — = 
0 0 0 
total total total 
total total total 
+t = total 
total total total 
total total total 
0 total total 
total total total 
total total total 
{| total total 
totai total total 
0 0 a 
total total total 
0 0 0 
——o total total 
0 0 0 


1) Die Kontrollproben ohne Gift zeigten hier + — 





0,10 


tota] 
total 
total 


+ + -— - 


total 


total 
total 
total 
total 
total 
total 





tota! 
total 
0 
total 
total 
total 
total 
0 
total 
total 


total 
total 
total 
total 
total 
total 
total 
total 
total 





total 
total 





total 
total 
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Monat Blut 0,1°/,ige Kobralésung in ccm 
u. Tag Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
i 55 0 0 “ee total total 
-_ 56 0 Wan: a. oe ee 
ae 57 0 -- ete total total 
20. , 59 0 0 0 0 
-_ 60 0 0 0 0 0 
; eS 65 0 0 0 total 
oo 64 0 0 0 0 
ae 67 0 0 0 0 
a 68 0 0 0 total 
15. , 71 0 0 0 0 
™ » 72 0 0 a + 
a . 73 0 0 0 0 
23. . 74 0 0 coe oo 
6. . 7 cee total total total 
a 77 0 0 —— total 
30. , 78 et total total total 
17. IL. 79 0 0 Ae oe 
i. 80 oo total total total 
is 81 — —- +++ 
ms « 82 sae total total total 
a 83 0 0 0 ——— 
s4 0 0 0 0 0 
6. ITI. 85 total total total total 
a = 86 — a +--+ total total 
mm « 87 0 0 0 0 
me « 88 0 Kuppe Kuppe + 
a 89 0 _—— total total 
a. 100 0 red total total 
Pee 101 a total total total 
a 102 0 0 0 0 
=: . 103 0 0 0 0 
29. , 104 0 0 Kuppe Kuppe 
31 105 0 9 0 0 
1.IV 106 0 0 0 0 
x. 107 --— total total total 
—_ 108 0 0 _ +tt4 
a 110 0 Kuppe Kuppe +++ — 
‘. lll 0 — a total 
a 112 0 0 + ++--— 
19. , 113 _ +— ++ +4+4+- 
20. , 114 0 0 Kuppe +— 
24. ,, 115 0 ++i— +-+-+— total 
36. , 116 — ++ total total 
ss: , 117 0 +— --++-++— total 
i. 118 0 + Soa total 


Vergleicht man die Empfindlichkeit des Kalbsblutes zu den 
verschiedenen Jahreszeiten, so wird man bemerken, daB das Blut 
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im Sommer und Herbst eine groBe und regelmaBige Empfind- 
lichkeit zeigt, waihrend es im Friihjahr und Winter sich oft 
refraktaér erwiesen hat. Im Mai 5 Blutsorten (4mal empfindlich) 
= 80°/,, Juni 4 (3)==75°/,, September 6 (6) — 100°/,, Okto- 
ber 12 (9) = 75°/,, November 13 (12) — 90°/,, wiahrend im 
Dezember 8 (3) == 50°/,, Januar 11 (5) = rao Februar 6 (3) 
= 560°/,, Marz 11 (5) = 45°), und April 12 (9) = 75°/,. Da 
das Alter der Kilber ohne Bedeutung war naib waren 
sie 6 Wochen bis 2 Monate alt), hat man zur Erklarung der 
verschiedenen Empfindlichkeit in den verschiedenen Jahreszeiten 
wohl in erster Linie an den Temperaturunterschied zu denken. 
Hiermit stimmt iiberein, daB ich besonders im Friihjahr bei 
eingetretener Kalteperiode immer eine verminderte Empfind- 
lichkeit vorfand. Die Kalber kamen vom Lande mit der Eisen- 
bahn und haben wahrscheinlich ohne Nahrung relativ lange in 
dem ungeheizten Wagen gestanden. 

Obwohl eine Ubereinstimmung zwischen Temperatur und 
Empfindlichkeit des Blutes im grofen und ganzen vor- 
kommt, ist diese doch keine absolute, was man andrerseits 
kaum erwarten konnte. Unter diesen Umstainden und da die 
Tatsachen auch fiir andere Blutuntersuchungen nicht ohne 
Interesse sind, bin ich Prof. Charlier dankbar, da8 er fiir 
mich die korrespondierenden Werte mathematisch berechnet hat. 
Aus dem gefundenen Korrelationskoeffizienten (-- 0,55) geht nach 
Charlier ,,unzweideutig hervor, da8 ein Zusammenhang zwischen 
den beiden Erscheinungen stattfindet*. 


Durch die Freundlichkeit meines Kollegen Prof. Charlier 
bin ich iiber die durchschnittliche Lufttemperatur in Lund 
(8 Uhr morgens) in den Monaten Mai 1908 bis April 1909 orien- 
tiert und stelle hier dieselben zum Vergleich der Blutempfind- 
lichkeit zusammen: 


Lufttemperatur §Empfindlich- Lufttemperatur Empfindlich- 
(Lund) keit d. Blutes (Lund) keit d. Blutes 
1908 Mai -+- 9,7°C 80°/, 1908 Dez. —0,1°C 50°/, 
» Juni +15,0°C 75°, 1909 Jan. —0,9°C 45°/, 
» Sept.-+11,4°C 100°/, » Febr.—3,9°C 50°/, 
» Okt. + 7,6°C 75°, » Marz—1,2°C 45°/, 
» Nov. + 1,1°C 90°/, , April+3,3°C 75°/, 
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Ist die gegebene Erklirung richtig — und hierfiir werden 
spater Beweise geliefert — so mu8 man auch die klimatischen 
Verhiltnisse beriicksichtigen. Die hier fiir das siidliche Schweden 
gefundenen Ergebnisse treffen deswegen wahrscheinlich nicht fiir 
ein warmeres (oder kilteres) Klima genau zu. 

Aus dem Angefiihrten geht ganz unzweideutig hervor, daB 
die Blutkérperchen vom Rind eine recht verinderliche Empfind- 
lichkeit gegeniiber Kobragift besitzen, wenn sie in Rohrzucker- 
lésung aufgeschwemmt sind. Diese Tatsache zeigt, daB recht 
komplizierte Verhaltnisse vorliegen miissen, deren Erklairung 
voraussichtlich mit groBen Schwierigkeiten verkniipft ist. Es 
ist aber ganz klar, daB die Verhiltnisse erklart werden miissen, 
wenn wir das Wesen der Kobragifthimolyse von Rohrzuckerblut 
verstehen wollen, welche andererseits die Voraussetzung der Er- 
klarung von der Wirkung des Aktivators bilden soll. Ehe wir 
aber hierauf naher eingehen, ist es notwendig, die Wirkung der 
Salze auf die Kobragifthimolyse zu besprechen. Zuerst soll 
jedoch eine Vorfrage beriicksichtigt werden: 

Ist die Rohrzuckerlésung ein indifferentes Medium, in welcher 
das Gift und die Blutkérperchen unbehindert miteinander rea- 
gieren kénnen oder stellt der Rohrzucker einen Aktivator bzw. 
ein Co-Enzym dar, welches mit dem Gifte zusammen die 
Himolyse bewirkt? 

Diese Frage 1a8t sich in der Weise beantworten, daB man 
statt Rohrzucker einen andern Nicht-Elektrolyten zur Darstellung 
der isotonischen Verdiinnungsflissigkeit benutzt. Als solchen 
habe ich Mannit verwendet. 


Tabelle IX. 
Blut 0,1°/,iges Kobragift in ccm 
Nr. 0,04 0,06 0,08 
9% 0 +++ +++ 


Das Mannitblut wurde also von Kobragift allein hamolysiert. 
Das betreffende Ochsenblut wurde auch in Mannitlésung ag- 
glutiniert und nach einem 24stiindigem Aufenthalt auf Eis de- 
glutiniert, wie Rohrzuckeraufschwemmung desselben Blutes. Das 
Mannitblut verhalt sich infolgedessen in jeder Beziehung wie Rohr- 
zuckerbiut. (Von demselben Blute wurde auch Rohrzuckerblut 
dargestellt. Es zeigte gute Ubereinstimmung in bezug auf 
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Hamolyse durch Kobragift mit dem Mannitblute.) Es ist dem- 
gemaéB sehr wahrscheinlich, daS Rohrzucker ein indifferentes 
Medium darstellt oder jedenfalls nicht als Aktivator wirkt. 


3. Die Himolyse des Rohrzuckerblutes wird von Salzen 
verhindert. 


Wir werden uns hier ausschlieBlich mit Kochsalz beschaftigen, 
und es soll nur erwahnt sein, daB viele andere Salze sich ebenso 
verhalten. (In dem folgenden Kapitel wird iiber das Verhalten 
anderer Salze naher berichtet.) Die betreffenden Versuche wurden 
in dem einen Falle so ausgefiihrt, da8 verschiedene Quantitaten 
der Giftlésung zu einer bestimmten Menge Kochsalzlisung — ge- 
wohnlich 0,08 com einer */, molaren NaCl-Lésung — zugefiigt 
wurden. Nach Erginzung bis auf 0,2 com mit Rohrzuckerlésung 
wurde das Blut hinzugefiigt. In diesen Versuchen war der 
Kochsalzgehalt der ganzen Mischung 0,11°/, oder ca. */,, Mol NaCl. 
An dem anderen Falle wurden auch zu einer bestimmten Menge 
Kobragift variierende Quantitaéten derselben Kochsalzlésung ge- 
setzt. Da die letztgenannten Versuche mit den zuerst erwahnten 
véllig iibereinstimmten, brauchen diese hier nicht ausfiihrlich 
angefiihrt zu werden. 


Tabelle X. 
Blut 0,1°/,ige Kobralésung in com 
Nr. 0,04 0,06 0,08 0,10 Blutart 
1 ohne NaCl +++ total total total Kalb 
mit 0,08 cem NaCl 0 0 fh bE 
2 ohne Salz 0 0 0 +++t— Ochs 
mit 0,08 ccm NaCl —- ae oe aa 
3 ohne Salz 0 0 woe nahn Kalb 
mit 0,08 ccm NaCl 0 0 pot aoe 
5 ohne Salz +++ total total total » 
mit 0,08 ccm NaCl 0 ++ ++4 total 
6 ohne Salz Kuppe ++ +++ +++ =, 
mit 0,08 com NaCl 0 0 a ++ 
7 ohne Salz_ total total total total a 
mit 0,08 com NaCl 0 0 at total 
8 ohne Salz +++ total total total Ochs 


mit 0,08 com NaCl ++ +++ total total 


9a ohne Salz 0 4. ++ Kalb 
mit 0,08 com NaCl 0 0 0 0 

15 ohne Salz + +4+ +++ wal . 
mit 0,08 ccm NaCl 0 ++ +44 444 
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Blut 0,1°/,ige Kobralésung in ccm 

Nr. 0,04 0,06 0,08 0.10 Blutart 

16 ohne Salz 0 0 _ — - 
mit 0,08 com NaCl 0 0 0 0 

17 ohne Salz > +++ total total 
mit 0,08 cem NaCl = ++- +++ total 

25 ohne Salz total total total total 
mit 0,08 ccm NaCl 0 0 +4 total 

26 ohne Salz =. total total total ‘ 
mit 0,08 com NaCl 0 a -- sea 

27 ohne Salz total total total total a 
mit 0,08 ccm NaCl 0 0 wut. total 

28 ohne Salz total total total total ; 
mit 0,08 ccm NaCl aoe mae total total 

29 ohne Salz 0 os te 0 ‘ 
mit 0,08 ccm NaCl 0 a ++ 44+ 


Von den 16 Versuchsserien war das Blut 11mal empfind- 
lich und 5mal unempfindlich gegen Kobragift. Von den 11 emp- 
findlichen Blutsorten wurde in 6 Fallen (1, 7, 25, 26, 27, 28) 
eine starke Hemmung des Kochsalzes, in 5 Fallen aber (5, 6, 
8, 15, 17) eine weit geringere Hemmung (wenn iiberhaupt eine) 
nachgewiesen. Von den 5 unempfindlichen bzw. wenig emp- 
findlichen Blutsorten konnte 2mal eine Hemmung nachgewiesen 
werden. In den iibrigen 3 Fillen war das Kochsalz entweder 
ohne Wirkung oder zeigte im Gegensatz eine befdrdernde. 
Trotzdem also auch hier keine konstante Wirkung des Salzes 
vorliegt, findet man doch, wenn man von dem wenig emp- 
findlichen Blute absieht, iiberall sonst (mit einer Ausnahme, 
Nr. 17) bei 0,04 com Kobragift eine vollstandige Hemmung 
durch das Salz und bei 0,06 ccm beinahe konstant eine Hem- 
mung, obwohl diese in einigen Fallen (8, 15, 17) wenig aus- 
gesprochen war. Besonders bei 0,08 und 0,10 ccm Kobragift ist 
aber der hemmende Einflu8 des Salzes nur ausnahmsweise zu 
finden. Wir diirfen deswegen folgern, da8 bei empfindlichem 
Blute etwa 0,05 com Kobragift von 0,08 ccm */, molarer NaCl- 
Lésung im Gleichgewicht gehalten werden. 

Fir das Studium des Gleichgewichtes zwischen Gift und 
Salz ist es aber notwendig, auch solche Versuche anzustellen, 
in welchen das Gift konstant und die Salzquantitaét variabel 
ist. Weiter muSte man auch mit grdBeren Salzquantitaten 
arbeiten. Die Tabelle XI gibt hieriiber einen Uberblick. 
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Tabelle XI. 


oy NaCl-Konzentration 0.04 — "0,08 0,10 
3 1/, molare Losung fi eB als o}-af. we 4. 
1/y n ” ot — — 0 
5 Me 1» Fe total total total total 
My ~ ~ total + <} f=]. wa 
7 ‘le » . total total a a 


Die Giftquantitét war iiberall 0,1 ccm einer 0,1°/,igen 
Lésung. Ein Vergleich der Tabellen X und XI wird das iiber- 
einstimmende Ergebnis zeigen, da8 man bei steigenden Gift- 
mengen verhaltnismaSig mehr Salz hinzufiigen mu8, um den- 
selben HemmungsprozeB zu erzielen. (Beim Blute Nr. 3, vgl. 
Tabelle XI, hat die */,molare NaCl-Lésung so gut wie keine 
Wirkung.) Bei Blut Nr. 5 entsprachen 0,06 ccm Kobragift und 
0,08 com */, molare NaCl-Lésung maBiger Himolyse (Tabelle X), 
wiahrend 0,10 com Kobragift 0,08 bis 0,10 ccm */, molare Lésung 
forderten. Beim Blut Nr. 7 ergaben 0,08 ccm Gift und 0,08 ccm 
1/, molare NaCl-Lésung = -++-, wahrend 0,10 com Gift und 0,10 ccm 
1/,molare Lésung starke Haimolyse (-+--++--+-) ergab. 

Man konnte deswegen erwarten, daB, wenn mit steigenden 
Mengen Gift die Progression des Salzes zur Beseitigung der Gift- 
wirkung noch gréBer ist, man sehr bald zu einem Punkte kommen 
miiBte, bei welchem die Hamolyse durch Kobragift auch in 
reiner isotonischer Kochsalzlésung stattfinden wiirde. Z. B. ent- 
spricht in Versuch Nr. 5 0,08 ccm */, molare NaCl-Lésung in 
2,2 ccm Mischung etwa 0,2°/, NaCl der ganzen Aufschwemmung. 
Wenn diese schon von 0,1 ccm 0,1°/,iger Kobralésung stark 
hamolysiert wird, diirfte 0,4 ccm Kobragift auch Blutkérperchen 
in 0,8°/,iger NaCl-Lésung auflésen kénnen. Der allgemeinen 
Auffassung nach ist aber Rinderblut in NaCl-Lésung gegen 
Kobragift ganz unempfindlich. Die Versuchsergebnisse sind 
nicht mit gréBeren Versuchsfehlern behaftet, da samtliche 
Proben doppelt ausgefiihrt worden sind. (Ubrigens wurde bei 
Blut Nr. 5 noch eine Serie mit 0,05 com Kobragift und variieren- 
den Quantititen */,molarer NaCl-Lésung angestellt: 0,05 ccm 
Kobragift und 0,08 com NaCl ergab hier ---+ und stimmt also 
ganz mit Tabelle X iiberein.) Es wurden deswegen Versuche 
mit noch gréBeren Kochsalzquantitaéten angestellt. Giftquantitat 
=0,10 com. NaCl = gesattigte Lésung. 
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Tabelle XII. 
Blut NaCl (gesittigte Lésung) in ccm 


Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 
15 +> - —_ —_ 
17 0 0 0 
18 + 0 0 0 
19 oT 0 0 


Diese sémtlichen Blutproben waren sehr empfindlich gegen 
Kobragift. Trotzdem hier die NaCl-Konzentration in der Mischung 
nicht groBer ist als ca. 0,2°/, (= 0,02 ccm) wird doch bei 
der Verwendung gesattigter Salzlésung die Hamolyse iiberall 
beinahe vollstandig unterdriickt, wihrend bei den Blutsorten 
Nr. 15 und 17 0,08 com Kobragift und 0,08 ccm */, molare NaCl- 
Lésung (= 0,11°/,) starke Hamolyse ergaben. Beim Blute 
Nr. 5 war bei 0,2°/, NaCl noch starke Hamolyse vorhanden, 
wenn */, molare NaCl-Lésung verwendet wurde, wahrend bei 
gesattigter Salzlésung dieselbe Salzquantitét nur schwache Ha- 
molyse ergab. 

Besonders genau ist die Salzwirkung bei Blut Nr. 41 studiert 
worden. Ich erlaube mir, die Ergebnisse anzufiihren: 


Tabelle XIII. 


Kobragift Salzlésung in ccm 
0,1 ccm 0,1°/,ige Lésg. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
0,02 , ~—,, +-1/, mol. NaCl-Lésg. +— ++4t+ 4+ 4+ + 


006, .t3/) » a total total total total ~-— 
010, tr » » (=11,8°/9) total total total +--+ +— 
0,1 1% + gesitt.  ,(—=26%,) total total total 0 0 
Hier entspricht 0,05 ccm 0,1°/,iges Kobragift etwa 5 mgr 
NaCl oder in der ganzen Mischung 0,20°/,; 0,10 com Kobragift 
etwa 9 mg NaCl oder 0,36°/,.. Vermehrt man aber die Kobra- 
giftquantitat um das 10fache, so ist die Grenze der kompletten 
Hamolyse nur bis 10,4 mg oder 0,47°/, NaCl verschoben. Wir 
kommen also bald zu einem Punkte, wo selbst durch 
eine groBe Vermehrung des Giftes nichts mehr zu 
erzielen ist. Bei den Blutsorten Nr. 38 und 39, wo der Rohr- 
zucker durch 0,8°/,ige NaCl-Lésung ganz ersetzt wurde, erzielte 
man auch durch 0,1 bis 0,2 com 1°/,igen Kobragiftes keine Ha- 
molyse, obwohl z. B. beim Blute Nr. 38 0,05 com 0,1°/, igen 
Kobragiftes und 0,06 ccm */, molaren NaCl-Lésung starke Ha- 
molyse ergab (NaCl-Gehalt der Mischung = 0,15°/,). 
Biochemische Zeitschrift Band 18, 30 
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Beim Blute Nr. 41 entsprach 0,1 com 1°/,igen Kobragiftes 
etwa 0,47°/, NaCl der Mischung. Man konnte deswegen erwarten, 
daB man vielleicht bei Kochsalzblut Haimolyse erhalten wiirde, 
wenn man statt 2ccm 5°/,iger Blutkérperchen 1 ccm 10°/,iger 
Blutkérperchen verwendete. Bei noch geringerer NaCl-Quantitat 
diirfte auch eine 0,1°/,ige Kobragiftlésung hamolytisch wirken. 

Es wurden deswegen Rohrzuckerblutproben zentrifugiert und 
mit 1,5 cem, 1,0cem und 0,5 ccm 0,8°/,iger NaCl-Lésung ver- 
setzt. Trotzdem hier nur 16 resp. 11 und 5 mg NaCl zugegen 
waren, bewirkte 0,1 ccm 1°/, igen Kobragiftes keine Hamolyse. 
Bessere Resultate erhielt man natiirlich nicht mit der 0,1°/, igen 
Lésung. 

Wurden dagegen 0,06, 0,08 und 0,10 ccm 0,8°/, iger NaCl- 
Lésung (aus Rohrzuckerblut dargestellt) mit Rohrzuckerlésung 
auf 2 ccm verdiinnt, so bewirkte schon 0,1 ccm 0,1°/,iger Kobra- 
giftlésung wieder Hamolyse. 

Hieraus a8t sich folgern, daB nicht allein die absolute 
NaCl-Quantitaét, sondern in erster Linie die Konzen- 
tration des Salzes von wesentlicher Bedeutung ist. 

Es fragt sich dann betreffs der Salzwirkung: Ist die Hem- 
mung eine Kation-, Anion- oder reine Salzwirkung, und weiter: 
Wird die Hiaimolyse durch Einwirkung auf das Gift, auf die 
Blutkérperchen oder auf alle beide aufgehoben. 


4. Die Hemmung des Salzes auf die Hamolyse des Robhr- 
zuckerblutes ist eine Kationwirkung. 


Die Untersuchungen zur Aufklaérung dieser Frage wurden 
in der bekannten Weise ausgefiihrt, da8 einerseits Versuche 
mit verschiedenen Salzen mit demselben Kation und auf der 
andern Seite solche mit demselben Anion angestellt wurden. 
Die Salzlésungen wurden in molarer bzw. Bruchteilen von mo- 
larer Lésung verwendet. Zum Vergleiche wurden Versuche mit 
Kochsalz angestellt. Hier wie iiberall wurde die Empfindlich- 
keit des Blutes gegen Kobragift festgestellt. 

Wir werden zuerst die Versuchsserien der Salze mit ge- 
meinsamem Kation besprechen. Die Ergebnisse sind in Ta- 
belle XIV zusammengestellt. 
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Tabelle XIV. 
Blut Kobra- Salzlésung in ccm 
Nr. gift com 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
0,05 +-1/, mol. NaCl - Lésg. total +++ + -+- 
0,05 > 1, ” Na,SO, ” 2 55 i + + 0 0 
0,05--*/2 » Na,HPO, , es > _ 0 


01 +4/, , NaCl , +++ total total total total 
0,1 +1/, , K,CrO, , total total -+-+- 0 0 
O1+%, , Nek , +++ $44 444+ +4+4+4+4++4+ 
0,1 +-1/, _ ,, Seignettesalzlsg. total 0 0 0 0 

» Na,gHPO,-Lsg. total total total total total 
0,1 +4/, , KHCO, , total total total total total 
0,06+-3/, , NaCl, total total total +++ ++ 
0,06-+-7/, , K,OrO, , + + + 0 0 
006+, , Nak , ++ ++++44+ 0 0 
0,06-+-1/, _,, Seignettesalzlsg.4-+--+- +++ ++ 0 0 
0,06-+-1/, , Na,HPO,-Lsg. total total total total + + 
» en. 2 total total total total -- 


Die Blutsorten Nr. 5 und 35 sind Kalbsblut, Nr. 36 Ochsen- 
blut. Ahnliche Serien wurden bei den Blutsorten Nr. 32, 34, 
38, 39, 90, 91, 92, 93, 94 und 95 angestellt. Die Ergebnisse 
stimmten mit den angefiihrten iiberein. 

Aus den Versuchen geht hervor, dafS Phosphate und Carbo- 
nate der Alkalien mit Natriumchlorid dieselben Ergebnisse liefern. 
In anderen Versuchsserien zeigten sie eine etwas geringere 
Hemmung. Das Acetat steht auch dem Chloride recht nahe. 
Dagegen besitzen Seignettesalz und Chromat eine entschieden 
gréBere Hemmungswirkung als Kochsalz. (Es sei erwaihnt, da8 
K- und Na-Salze iibereinstimmen.) In anderen Versuchen wurde 
versucht, die Proportion zwischen Chromat und Chlorid naher 
festzustellen, wie z. B. im Blute Nr. 38. 
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Tabelle XV. 


Blut Salzlésung in ccm 
Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 


38 1/, molare NaCl-Lésung total total total 0 0 
3 MM, ». Mees total total +++ 0 0 
Die Giftquantitét war iiberall 0,06 ccm 0,1°/,iger Losung. 
Das Chromat besitzt infolgedessen ungefihr 4mal so groBe 
Hemmungswirkung wie das Chlorid. Gegen diese Erklarung 
liegt der Einwand nahe, da das Chromat das Gift zerstért 
habe, da bekanntlich das Gift von oxydierenden Substanzen 


vernichtet werden soll. Aus diesem Grunde wird eben die Chrom- 
30* 
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siure zur Zerstérung des Giftes an der Bifstelle injiziert. Da8 
jedenfalls diese Eventualitét hier nicht in Betracht kommt, 
wurde in der Weise bewiesen, daB eine weit gréBere Chromat- 
menge keine Schutzwirkung bei Gegenwart von Lecithin 
(Handelspraparat) ausiibt. 

Die Versuche geben sonst keine ganz unzweideutige Ant- 
wort. Wenn die Hemmungswirkung eine reine Kationwirkung 
war, sollte man iiberall den gleichen Effekt gefunden haben. 
War andererseits das Anion der wirksame Bestandteil, sollte 
man jedenfalls nicht bei der schwachen Chromsaure die starkste 
Hemmung finden. Eben die Versuche mit Chromsaure, Seignette- 
salz und Acetat sprechen aber entschieden fiir die Méglichkeit, 
daB hier eine Kationwirkung vorhanden ist. Wahrscheinlich 
hat also das Anion eine entgegengesetzte Wirkung. Dies wurde 
auch durch die folgenden Versuche bestatigt, welche verschiedene 
Kationen mit demselben (Cl—) oder dem ungefahr gleich wirk- 
samem (SO,—-~—) Anion aufweisen. 


Tabelle XVI. 


Blut Kobragift Salzlésung in ccm 

Nr. in ccm 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
92 0,1 1/, molare NaCl-Lésg. total total total + 
92 aa 6, eee, 6th tt lt OC 
92 a ee 2 total total total ++ 
92 0,1 io «6p «6CCOCk, Ci, 0 0 0 

92 0,1 5 » Bee 0 0 0 

92 0,1 1); » MgSQ, , 0 0 0 


In mehreren anderen Versuchen wurde */,,molare MgSO,- 
Lésung verwendet. Bei dem Blute Nr. 92 ergaben 0,01 ccm 
BaCl, und CaCl, totale Himolyse. Folglich entsprechen 0,04 ccm 
1/,molare NaCl-Lésung hier 0,01 com */,, CaCl,. Die Wirkung 
des Kalkes wurde in zahlreichen Serien bestitigt. 

Besonders instruktiv ist Blut Nr. 39. 


Tabelle XVII. 


Blut Kobragift Salzlésung in com 
Nr. in ccm — 0,02. 0,04 0,06 0,08 0,10 


39 0,05 1/, molare NaCl-Lésg. total total +++ 0 0 
9 46(0006«(6%, +, Nel , +++ total 0 0 0 
So: a8-o*%, ey 4+ 0 On Gary 
39 


0,05 eo » AlL(SO);, +++ 0 0 0 0 
Aus diesem Versuche, welcher kontrolliert worden ist, geht 
hervor, da8 die Hemmungswirkung des dreiwertigen Al-Kations 
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6mal gréBer als die des zweiwertigen Ca-Kations und diese 
60mal gréBer als die Wirkung des einwertigen Na-Ions ist. Die 
molare Konzentration ist beim Kochsalz etwa */,,, beim CaCl, 
"/ee00 und beim Al,(SO,), 7/1400: 

Aus den angefiihrten Versuchen geht also hervor, 
da8 die Hemmung der Salze eine Kationwirkung ist, 
und da8 die Wertigkeit der Kationen fiir diese Wir- 
kung maBgebend ist. 

Gehen wir jetzt zur Beantwortung der zweiten Frage iiber; 
hier haben die Versuche folgende Antwort ergeben: 


5. Die Hemmungswirkung ist nicht gegen die Blut- 
kérperchen, wohl aber gegen das Gift gerichtet. 


Die Versuchsanordnung war sehr einfach. Blutkérperchen in 
Rohrzuckerlésung wurden zentrifugiert, die Zuckerlésung abge- 
gossen und mit der Salzlésung ersetzt. Nach kiirzerer oder langerer 
Zeit wurde die Salzlésung entfernt und das Blut wieder in Rohr- 
zuckerlésung aufgeschwemmt. Dies Blut zeigte genau dieselbe 
Empfindlichkeit wie das urspriingliche. Von den einwertigen 
Kationen wurde nur Kochsalz verwendet. Von den zweiwertigen 
Salzen wurden sowohl Ba- als Ca- und Mg-Salze benutzt. Diese 
Versuche wurden derartig angestellt, daS variierende Salz- 
quantitaten (wie oben) zum Rohrzuckerblut gesetzt wurden. 
Nach Aufenthalt von einer Stunde im Thermostaten wurden die 
Proben zentrifugiert und mit Kobragift und Rohrzucker versetzt. 
Dann trat Hamolyse ein. Die Proben mit dreiwertigem Kation 
(Al) ergaben keinen guten Erfolg, indem schon ein kleiner 
Zusatz selbst dann Hamolyse bewirkte, wenn die Blutkérperchen 
in reine Rohrzuckerlésung tibergefiihrt wurden. 

Die erwahnten Versuche zeigen, da8 die Blutkérperchen 
durch Behandlung mit Salzlésungen nicht resistenter werden 
als sonst. Die Hemmungswirkung der Salze ist demgemaB in 
erster Linie nicht auf die Blutkérperchen gerichtet. 

Damit ist aber wahrscheinlich gemacht, daB die Salzwirkung 
gegen das Kobragift gerichtet ist. Zwei Méglichkeiten sind 
hier denkbar. Entweder kann das Salz die Aufnahme des 
Giftes durch die Blutkérperchen verhindern, oder aber die kobra- 
giftbeladenen Blutkérperchen werden in Gegenwart der Salze 


apn marnesgnren-oviesare 


i} 
i} 
i] 
| 
i 
H 
i 
#4! 
it 
Baty 
ry 
a ? 
1 
1 
| 
| 
i 
i 


NE 2 By 


pte 
em 
oo oto 


oa Gane —_— 
ne venga ~ pep em 
never Rete met its Sapa Gta 


es ee Le ee ee ee - POMS ED a atin 
SO EARS RE A RN NS RA SI AS AN NNN 
. astro, warp peat s aSie eg 


RUNS elneers 











462 L. Bang: 


_ 


nicht hamolysiert. Die Versuchsanordnung, welche zur Lésung 
dieser Frage gemacht wurde, erforderte recht viele Vorarbeit. 

Es war nimlich denkbar, daB in Ubereinstimmung mit 
den Verhaltnissen bei dem immunisatorisch erzeugten Haimo- 
lysin das Kobragift zwar in der Kalte von den Blutkérperchen 
aufgenommen wurde, daB aber bei niedriger Temperatur dessen- 
ungeachtet keine Haimolyse stattfinden konnte. Ware dies der 
Fall, so konnte man nach der Fixierung des Giftes untersuchen, 
inwieweit dann eine Salzbehandlung das Kobragift herauslésen 
konnte oder nicht. Wiirde das Gift herausgelést, so war hiermit 
bewiesen, daB die Salze die Fixierung desselben auf den 
Erythrocyten hinderten. 

Zuerst soll also festgestellt werden, ob das Kobragift 
Rohrzuckerblut in der Kalte haimolysiert oder nicht. Es zeigte 
sich, daB selbst sehr empfindliche Blutkérperchen jedenfalls im 
Verlaufe von mehreren Stunden nicht im geringsten himolysiert 
wurden. Bei einem Blute (Nr. 43) wurden sogar erst nach 
16 Stunden im Eisschrank die Blutproben beobachtet. 


Tabelle XVIII. 
0,1°/,iges Kobragift in com 
0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 


1 St. 37°, 16 St. Eisschrank 0 — +++ total total 
16 St. Eisschrank 0 0 Kuppe Kuppe Kuppe 


In der Kalte wird also Rohrzuckerblut nicht oder nach 
langerer Zeit nur spurenweise aufgelést. 

Es fragt sich dann, ob das Gift iiberhaupt in der Kalte 
aufgenommen wird. Bei den Versuchen hieriiber lie8 ich das 
Gift eine Stunde in der Kalte auf das Blut einwirken, zentri- 
fugierte das Blut und versetzte die Blutkérperchen mit 2ccm 
Rohrzuckerlésung und den farblosen Abgu8 mit Blutkérperchen 
aus 2ccm Rohrzuckerblut. Die Mischungen kamen dann nach 
Schiitteln wie gewéhnlich 1 Stunde in den Thermostaten und 
nachher 16 Stunden in den Eisschrank. Ich fihre einige Ver- 
suche hier an. Zum Vergleich sind die gewdhnlichen Rohr- 
zucker-Kobraproben angefihrt. 
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Tabelle XIX. 


Blut 0,1°/,iges Kobragift in ccm 
Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
41 Rzblut total total total total total 
Bl, + Rz total total total total total 
AbguB + Bl, = ++ ++ +++ total 
44 Rzblut em 0 eae total total iF ‘total — 4 
Bi, + Rz 0 0 oa See ae Ser to 
Abgu8 —- Bl, 0 0 0 0 0 
45 Rzblut 0 0 total total total 
Bl, + Rz 0 0 {lt total total 
Abgu8 +- Bl, 0 0 0 0 0 
51 Rzblut 0 o 0 S ae 
Bl, + Rz 0 0 0 a ++. 
AbguB -+- Bl, 0 0 0 0 0 
53 Rzblut 0 oO C+ 2 
Bl, + Rz 0 0 0 0 0 
AbguB + Bl, 0 0 0 0 0 


Bl, = die mit Kobragift in der Kalte digerierten Blutkérperchen. 
Rz = Rohrzuckerlésung (2ccm). Bl, neue Blutkérperchen aus 2 ccm 
Rohrzuckerblut. Rzblut = Rohrzuckerblut. 

Aus den Versuchen geht hervor, daSB Kobragift in der 
Kilte von den Blutkérperchen aufgenommen wird, ohne daf 
Hiamolyse auftritt. Hieraus laBt sich die wichtige Folgerung 
ziehen, daB die Aufnahme des Giftes nicht an sich Hamolyse 
bewirkt, sondern da8 spiiter gewisse Umsetzungen mit Gift und 
Blutkérperchenbestandteilen behufs Hamolyse statttinden miissen. 

Das Gift wird weiter nicht vollstandig aufgenommen, son- 
dern verteilt sich auf Blutkérperchen und Filiissigkeit. Die 
empfindlichsten Blutkérperchen nehmen wahrscheinlich mehr 
Gift auf als die weniger empfindlichen. Bei den unempfindlichen 
wird iiberhaupt nichts oder nur sehr wenig Gift fixiert, da 
auch nicht nach Zusatz von ,,Lecithin‘‘ Himolyse eintritt. 
Auf der anderen Seite kann man die beladenen Blutkérperchen 
mit Rohrzuckerlésung wiederholt ohne Giftverlust auswaschen. 
Der zweite Abgu8 enthilt keine Spur von Kobragift (auch mit 
Lecithin keine Hamolyse). 

Nachdem wir also gefunden haben, da8 empfindliches Blut 
in der Kilte das Kobragift ohne Hiaimolyse aufnehmen kann, 
ist hiermit die Méglichkeit gegeben festzustellen, inwieweit das 
Gift durch Salze aus beladenen Blutkérperchen entfernt wer- 
den kann. 
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Beim Blute Nr. 49 wurden Blutproben mit Kobragift in 
der Kalte (1 Stunde im Eisschrank) digeriert und die Lésung 
abzentrifugiert. Die Blutkérperchen wurden mit 0,9°/, NaCl- 
Lésung behandelt und diese nach einigem Umschiitteln ab- 
zentrifugiert. Die Blutkérperchen in Rohrzuckerlésung mit 
, Lecithin*’ wurden wie gewdhnlich in den Thermostaten ge- 
stellt usw. Keine Hamolyse. Die abzentrifugierte Kochsalzlosung 
mit neuen Blutkérperchen und ,,Lecithin‘’ wurde vollstanfiig 


hamolysiert. 
Ganz iiberzeugend ist auch der folgende Versuch. 


Tabelle XX. 


Blut Kobragift in ccm 
Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
45a Rzbliehen—-Rz 0 — ++-+ total total 








45a Abgu6B--Blichen 0 0 0 0 0 





9 
0,02 0,04 0,06 0,08 0,10ccm jy Nacl-Lésg. 


45b Rzblut-+-0,1 Kobra total total -- 0 0 
45c Rzblchen-+-0,1 Kobra 

+Rz 0 0 0 0 0 
45c Abgu8+Blchen +++ ++ 4+-— 0 0 


a Rzblut mit Kobragift 1 Stunde im Eisschrank zentrifugiert Blchen 
+. Rz, AbguB -+- neue Bichen. c Rzblut mit 0,1 Kobra ++ ,,0,02 — 0,10“ com 


2 
i NaCl-Liésung wie a behandelt. 


Der Abgu8 c bedingt beinahe ebenso starke Haimolyse wie 
das b-Blut oder mit anderen Worten, das Gift ist bei der 
Gegenwart von NaCl nicht fixiert worden. Die Serie a zeigt, 
da8 Rzblut wahrene einer Stunde viel Gift aufgenommen hat. 

In einem Versuche wurde NaCl-Rzblut mit Kobragift di- 
geriert und die aufgenommene und in Lésung gebliebene Gift- 
menge durch ,,Lecithin’’ bestimmt. Wahrend der Abgu8 mit 
neuen Blutkérperchen iiberall starke Hamolyse ergab, wurde bei 
den Blutkérperchen nur eine Spur bzw. schwache Hamolyse ge- 
funden, und wenn die Blutkérperchen einmal mit Rohrzucker- 
lésung ausgewaschen wurden, trat keine Hamolyse mehr ein (bei 
0,10 com Gift jedoch ziemlich starke Hamolyse, was beweist, 
da8 doch etwas, obwohl wenig Gift aufgenommen wurde). 
NaCl-Rzblut mit Kobragift gab iiberall 0. 

Es kann also kein Zweifel dariiber sein, da8 das Kochsalz 
das beladene Gift wieder herauslést. (Ich habe auch mehrere Ver- 
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suche iiber diese Wirkung des Kochsalzes ausgefiihrt, stehe aber 
von der Publikation ab, da die angefiihrten Versuche beweisend 
sind.) Andere Salze verhalten sich ebenso. 


Tabelle XXI. 


Blut Kobralésung in ccm 

Nr. 0,04 0,06 0,08 0,10 
82a Bichen + Rz—+ 0,05 L +t total total total 
82a AbguB +- Bichen + 0,05L 0 0 0 0 
82b Blchen -+- Rz + 0,05 L 0 0 0 Kuppe 
83a Blchen + Rz _ +t— ++t4+— total 
83b Blchen +- Rz a - . + 
83b AbguB-+- Blchen +- 0,05 L -- aire ++ ++— 


82a —Rzblut 1 St. mit Gift im Eisschrank, zentrifugiert usw. 
82b = Rzblut mit Kobra im Eisschrank, einmal mit Chromatlésung 
ausgewaschen und mit Robrzuckerlésung aufgefiillt. 83a Rzblut mit 
Kobra im Eisschrank usw. 83b Rzblut mit Kobra im Eisschrank mit 
Rohrzuckerlésung +- 0,lecm Soda (1°/,) digeriert. Blchen +- Rz. AbguB 
nach kurzer CO,-Durchleitung mit Blchen und ,,Lecithin“ (L) versetzt. 
Kontrolle = 0. 

Wir sehen also, daB alle untersuchten Salze — Ca-Salze 
verhalten sich wie Kochsalz — das Gift ausgezogen haben. 

Dies hat von einem anderen Gesichtspunkt Interesse. Als 
Gegengift bei Vergiftungen durch Schlangen wurde das Ammoniak 
schon im 18. Jahrhundert als eines der sichersten Mittel ge- 
rihmt und wird auch in neuerer Zeit zur innerlichen und 
lokalen Anwendung an der BiBstelle empfohlen (Faust). Nach 
Faust soll es auch in manchen Fallen niitzlich sein. Es liegt 
nahe, diese entgiftende Wirkung mit der Schutzwirkung der 
Salze auf Blutkérperchenhimolyse zu vergleichen. Ebenfalls 
la8t sich die Schutzwirkung der Chromate ungezwungen in 
derselben Weise erkliren. 

Il. 

Wir haben bis jetzt verschiedene Verhaltnisse beim Rohr- 
zuckerblut studiert und haben iiberall das Blut direkt mit 
Zuckerlésung behandelt. In dem folgenden Abschnitte 
werden wir uns hauptsichlich mit Blut beschaftigen, welches 
zuerst mit physiologischer Kochsalzlésung behandelt 
worden ist und nachher in Rohrzuckerlésung iber- 
gefiihrt wurde. Solches Blut soll mit dem Namen NaCl- 
Rzblut bezeichnet werden. 
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Man konnte a priori denken, da8 solches Blut keinen 
Unterschied gegeniiber gewéhnlichem Rohrzuckerblut (Rzblut) 
zeigen kénnte und die Uberraschung des Verfassers ist ver- 
stindlich, als sich groBe Unterschiede zwischen beiden zeigten. 
Das NaCi-Rzblut ist deswegen eingehend studiert worden. Der 
Gegensatz zwischen NaCl-Rzblut und Rzblut geht aus der fol- 
genden Ubersichtstabelle sehr deutlich hervor. 


Tabelle XXII. 

Blut Giftlésung in com 

Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
15 Rzblut +t4 -- lL +- at +- 
15 NaCl-Rzblet 0 0 
17 Rzblut +t+- total total 
17 NaCl-Rzblut 0 0 
18 Rzblut - pf 
18 NaCl-Rzblut 

19 Rzblut 

19 NaCl-Rzblut 
25 Rzblut 

25 NaCl-Rzblut 
26 Rzblut 

26 NaCl-Rzblut 
28 Rzblut 

28 NaCl-Rzblut 
31 Rzblut 

31 NaCl-Rzblut 
32 Rzblut 


total total 

0 0 
total total 

0 0 
total total 

0 0 
total total 

0 0 0,1 
total total 0,1 

0 total 0,1 
total total 0,1 
32 NaCl-Rzblut 0 0 0,1 
32 NaCl-Rzblut 0 0 1 
34 Rzblut seas 0 total 0,1 
34 NaCl-Rzblut total total 0,1 
35 Rzblut Pt ft {+ 0,] 
35 NaCl-Rzblut 0 total 0,1 
40 Rzblut jt. -{.—} total _ total 0,1 
40 NaCl-Rzblut 0 0 0,1 
41 Rzblut?) total total total total 0,1 
41 NaCl-RzBlut 0 0 0 0,1 
42 Rzblut?) |t 1 total] total total total 0,1 
42 NaCl-Rzblut 0 0 0 0 0 0,1 
44 Rzblut 0 0 total total total 0,1 
44 NaCl-Rzblut 0 0 0 0 0 0,1 


Die angefiihrten Versuche zeigen, daB das NaCl-Rzblut nur 
ausnahmsweise (bei 15 Blutsorten nur 3mal bei 0,1 ccm Kobra) 
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von Kobragift hamolysiert wird und da also ein sehr prag- 
nanter Unterschied zwischen Rohrzuckerblut und NaCl-Rzblut 
besteht, da das Rzblut iiberall sehr empfindlich war. Beim 
unempfindlichen Rzblut war NaCl-Rzblut ebenfalls refraktar. 

Es fragt sich dann natiirlich, ob der friiher formulierte 
Satz, daB das Salz auf das Gift und nicht auf die Blutkérper- 
chen einwirkt, unrichtig ist. Es ist also notwendig, neues 
Tatsachenmaterial vorzubringen, und da der einzige Unterschied 
gegeniiber den friiheren Versuchen darin besteht, da® hier das 
Blut gleich mit NaCl-Lésung versetzt wurde, wahrend friiher 
das Blut zuerst mit Rohrzuckerlésung behandelt wurde, hat 
man also die Frage zu beriicksichtigen, inwieweit dieser Unter- 
schied fiir die Anderung der Empfindlichkeit maSgebend ist. 
Hiermit ist auch die Versuchsmethodik gegeben. 

















Tabelle XXIII. 


0,1°/,iges Kobragift in ccm 














Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
17 Rzblut + ++-+ total total 
17. NaCl-Rzblut 0 0 0 0 
17. Rz-NaCl-Rzblut +4 4+ total total { 
26 Rzblut 0 + total total total Fi 
26 NaCl-Rzblut 0 0 0 0 0 } 
0 0 total total total 


26 Rz-NaCl-Rzblut 
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28 Rzblut ++ total total total total 
28 NaCl-Rzblut 0 0 0 0 0 
Rz-NaCl-Rzblut -— total total total total 












30 Rzblut — total total total total 
30 Rz-NaCl-Rzblut 0 +--+ total total total 





Kein Zweifel kann dariiber bestehen, da8 das Kochsalz 
an sich nicht die betreffende Resistenz der Blukérperchen im 
NaCl-Rzblut bewirkt hat, da Rzblut bei Behandlung mit 
Kochsalz seine Empfindlichkeit unverindert beibehalt. Wir 
haben dann zwei Méglichkeiten zu _beriicksichtigen: 1. Die 
Rohrzuckerlésung ist, obwohl isotonisch, vielleicht kein indiffe- 
rentes Medium, oder 2. die primaire NaCl-Behandlung la8t im 
i Gegensatz zur sekundaren NaCl-Behandlung die Blutkérperchen 
nicht unverandert. Die erste Méglichkeit liegt unzweifelhaft 
am niachsten. Denn auf der einen Seite haben wir ja gesehen, 
daB die Blutkérperchen beim Stehen in Rohrzuckerlésung ver- 
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iindert werden, und es ware dann ganz plausibel, daB auch 
andere Anderungen gleich eintreten kénnen. Wir wissen doch 
nach Girbers Untersuchungen, daB die Blutkérperchen der 
meisten Tiere sich direkt in Rohrzuckerlésung auflésen und die 
Empfindlichkeit des frischen Rohrzuckerblutes vom Rind gegen- 
iiber Kobragift diirfte dementsprechend vielleicht das erste 
Stadium zur spontanen Hamolyse (welche bisweilen vorkommt), 
darstellen. Anderseits wire schwer begreiflich, warum die se- 
kundare NaCl-Behandlung des Rohrzuckerblutes keinen Erfolg 
bietet. Allerdings konnte die priméare NaCl-Behandlung eine 
gewisse ,,Gerbung‘‘ der Blutkérperchen bewirken, welche aber 
natiirlich nicht stattfinden kénnte, wenn die deletire Rohr- 
zuckerwirkung vorangegangen war. Das genauere Studium ergab 
aber fiir eine solehe Auffassung keine Stiitze, zeigte vielmehr 
im Gegenteil folgendes: 

1. die primire NaCl-Behandlung ist fiir die Unempfind- 
lichkeit der Blutkérperchen verantwortlich. 

Die Tatsache, daB das NaCl-Rzblut sich refraktaér gegen- 
iiber Kobragift verhilt, gab zu der Untersuchung Veranlassung, 
inwieweit die Verhiltnisse bei der Kobragifthimolyse mit den- 
jenigen des immunisatorisch erzeugten Hiamolysins iiberein- 
stimmten. Nach den Untersuchungen von Girard-Mangin 
und Henri und Sachs und Teruuchi soll das Komplement 
allein Rohrzuckerblut auflésen, wihrend Kochsalzblut die Gegen- 
wart von Immunkérpern erfordert. Da nun der gewéhnlichen 
Auffassung nach das Kobragift die Rolle des Komplements 
spielt (mit ,,Lecithin‘‘ als Immunkérper), war es denkbar, dai 
in der Tat die unempfindlichen mit NaCl-behandelten Blutkorper- 
chen durch den Immunkérper die urspriingliche Empfindlich- 
keit wieder erwerben kénnen, in dieser Beziehung also dem Rohr- 
zuckerblut gleichstehen. 

Beim Blut Nr. 18 wurden deswegen Proben von 2ccm 
NaCl-Blut mit 0,05 ccm Immunserum 1 Stunde bei 37° be- 
handelt, zentrifugiert und mit Rohrzuckerlésung bis 2ccm auf- 
gefiillt. Die Proben wurden dann mit 0,08 ccm bzw. 0,10 ccm 
0,1°/,igem Kobragift versetzt usw. Beide Proben wurden voll- 
standig hamolysiert, wihrend, wie aus Tabelle XXII er- 
sichtlich, das betreffende NaCl-Rzblut gegen Kobra- 
gift absolut refraktar war. 
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Unsere Vermutung war also glinzend bestatigt worden und 
die Ergebnisse sind sowohl fiir die Auffassung der Kobragift- 
hamolyse als auch fiir die Wirkungsweise des Immunkérpers 
bei der Komplementarhimolyse von gréSter Bedeutung. 

Fortgesetzte Untersuchungen ergaben aber etwas anderes. 
Wider Erwarten zeigten sich immunkérperbeladene Blut- 
kérperchen in Kochsalzlésung gegen Kobragift refraktar, 
wahrend sie hier vom Komplement aufgelést wurden, wie Versuche 
mit Blut Nr. 20 (und 21) zeigten: 2 ccm NaCl-Blut + 0,05 com 
bzw. 0,10 com Immunserum nach 1 Stunde bei 37° zentrifugiert, 
dekantiert, mit NaCl-Lésung aufgefillt und mit 0,1 com Kobra- 
giftlésung versetzt: keine Haimolyse. Dagegen ergab 0,05 ccm 
Immunserum -- 0,3 Normalserum totale Himolyse desselben 
Blutes. Versuch Nr. 21 bestitigte das Ergebnis. Das Immun- 
serum hatte also die Empfindlichkeit des NaCl-Rzblutes re- 
generiert. Dagegen war die Wirkung bei der Kobragifthamolyse 
sicher von derselben bei der Komplementarhamolyse verschieden 
und es fragt sich dann zunichst, ob diese Wirkung nur dem 
Immunserum zukommt, oder ob auch andere Sera dieselbe 
Eigenschaft besitzen. Beim Blut Nr. 23 wurde Schweineserum 
hierzu verwendet. a — Rzblut, b — NaCl-Rzblut, c — 25 ccm 
NaCl-Blut mit 4 ccm Schweineserum 1 Stunde digeriert, zentri- 
fugiert, mit Rohrzuckerlésung ausgewaschen und auf 25 ccm 
damit ausgefiillt. 


Tabelle XXIV. 
Blut 0,1°/,iges Kobragift in ccm 
06 


Nr. 0,02 0,04 0, 0,08 0,10 
a 0 os + total total 
b 0 
c a ++ total total total 


Schweineblutserum war also ebenso wirksam wie Immun- 
serum. 

Es blieb noch iibrig, festzustellen, ob auch Rinderserum 
dieselbe Fahigkeit besitzt. Beim Blut Nr. 22 wurden 100 ccm 
NaCl-Blut mit 3 ccm des eigenen Serums versetzt und nach 
3?/, Stunden in Rohrzuckerlésung iibergefiihrt; bei den Blut- 
sorten Nr. 27 und 28, 25 NaCl-Blut + 2 Serum usw. 
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Tabelle XXV. 


Blut 0,1°/,iges Kobragift in com 
Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0.10 
22 Rzblut 0 —_— _ — oe “~— = total 
22 NaCl-Rzblut 0 0 
22 NaCl-Ser.-Rzblut a ++ +--+ total total 
27 Rzblut 0 total total total total 
27 NaCl-Rzblut 0 0 0 + ++ 
27 NaCl-Ser.-Rzblut -+-+ total total total tota 
28 Rzblut*) ++ +++ total total total 
28 NaCl-Rzblut 0 0 0 0 +++ 
28 NaCl-Ser.-Rzblut 0 0 +++ ++- total 


Aus den Versuchen geht ganz unzweideutig hervor, da8 
Kochsalzblut nach Uberfiihrung in eigenes Serum dieselbe Emp- 
findlichkeit wiedergewinnt, wie das urspriingliche Blut. Die 
Inaktivierung durch NaCl ist alsoreversibel. Hiermit 
ist bewiesen, daB die Empfindlichkeit des Rohrzucker- 
blutes keiner sekundiaren Verinderung des Blutes ent- 
spricht, sondern da8 das Kochsalz fiir die Inaktivie- 
rung verantwortlich ist. Hieraus laBt sich aber weiter 
die Folgerung ziehen, da8 Kochsalzblut nicht dem 
lebendigen Blute entspricht. Und folglich ist es nicht 
erlaubt, die Erfabrungen, die man an solchem Blut 
gemacht hat, ohne weiteres auf die Verhaltnisse des 
zirkulierenden Blutes direkt iiberzufiihren, wie es be- 
kanntlich besonders in der Immunitatslehre bis jetzt 
iiberall geschehen ist. 

Es fragt sich weiter, welcher Bestandteil des Normalserums 
die Reaktivierung bedingt. Weitgehend hangt hiermit die Frage 
zusammen, wodurch die Inaktivierung durch das Kochsalz be- 
dingt ist. Meine Untersuchungen hieriiber haben folgende Ant- 
wort gegeben: 

2. Die Reaktivierung des Kochsalzblutes ist eine Wir- 
kung der Serumsalze und die Inaktivierung durch Kochsalz 
eine Wirkung des Siurekomponenten. 

Wenn Normalserum eine Reaktivierung bewirkt, hat man 
zuerst an das Komplement zu denken. Beim Blute Nr. 23 
wurden Proben mit gewéhnlichem, und durch Erhitzen inakti- 
viertem Kalbsserum angestellt. Da hier keine Unterschiede zu 


1) 24 Stunden altes Blut genommen. 








RE Om 








TT TOE 





Kobragift und Hamolyse. II. 471 


finden waren, konnte man von einer Wirkung des Komplements 
absehen. 

Von den iibrigen Serumbestandteilen nahm ich zuerst die 
Salze zur Untersuchung heraus. Es wurden zahlreiche Versuchs- 
serien mit vielen verschiedenen Salzen angestellt, hauptsiachlich 
bei den Blutsorten 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 und 39. 
Da samtliche Versuche vdilig iibereinstimmende Resultate er- 
gaben, brauche ich sie nicht alle anzufiihren. In allen Ver- 
suchen wurde das urspriingliche Blut mit den betreffenden 
isotonischen Salzlésungen versetzt und spater in Rohrzucker- 
lésung iibergefiihrt. Hieraus 1a48t sich ersehen, welche Salze 
eine Inaktivierung bewirkten. In der folgenden Tabelle 
fiihre ich drei Versuche mit Blut von verschiedener Empfind- 
lichkeit an. 

Tabelle XXVI. 








Blut 0,1 °/,iges Kobragift in ccm 

Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
31 Rzblut 0 0 total total ~ total 
31 NaCl-Rzblut 0 0 0 0 0 
31 KNO,-Rzblut 0 0 0 0 total 
31 K,SO,-Rzblut 0 0 0 0 0 
31 NaA-Rzblut 0 0 0 0 total 
31 KNaT-Rzblut 0 total total total total 
31 Na,HPO,-Rzblut 0 total total total total 
31 KHCO,-Rzblut 0 total total total total 
31 K,CrO,-Rzblut 0 total total _ total total 
32 Rzblut 0 -- total total total 
32 NaCl-Rzblut 0 0 0 0 0 
32 KNO,-Rzblut 0 0 0 0 0 
32 K,SO,-Rzblut 0 0 0 0 4. 
32 NaA-Rzblut 0 0 0 0 0 
32 KNaT-Rzblut —_ total total total total 
32 Na,HPO,-Rzblut total total total total total 
32 KHCO,-Rzblut oa total total total total 
32 K,C,0,-Rzblut total total total total 
33 Rzblut 0 0 _ aL t+ 
33 NaCl-Rzblut 0 0 0 total 0 
33 KNO,-Rzblut 0 0 0 0 0 
33 K,SO,-Rzblut 0 0 0 0 0 
33 NaA-Rzblut 0 0 0 0 
33 Na,HPO,-Rzblut a total total total total 
33 KHCO,-Rzblut + total total total total 
33 K,CrO,-Rzblut 0 0 0 total total 
33 KNaT-Rzblut 0 0 0 total total 
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Die Kontrollen waren iiberall negativ. 

Aus den angefiihrten Serien geht sehr tiberzeugend her- 
vor, daB alle Salze der starken Sauren und der Essig- 
siure Inaktivierung bewirken, wahrend die Salze der 
schwachen Saéuren, wie Kohlensaéure, Chromsaure und 
Phosphorsaure keine Inaktivierung, eher aber das ent- 
gegengesetzte verursachen. Einen scheinbaren Unterschied 
macht die Weinsaure, welche zwar eine starkere Saure als 
Essigsiure ist, aber trotzdem im Gegensatz zur Essigsiure als 
Seignettesalz keine Inaktivierung hervorruft. Man muB sich 
aber hierbei erinnern, daB die beiden Sauregruppen gesattigt 
sind. Interessant ist in dieser Beziehung, da8 Mononatrium- 
phosphat eine Inaktivierung bewirkt, waihrend das Dinatrium- 
phosphat dagegen die Empfindlichkeit eher vergréBert. 

Im ersten Abschnitte, Tabelle XIV, haben wir die Ein- 
wirkung von verschiedenen Salzen auf Rohrzuckerblut stu- 
diert und gefunden, da8 z. B. das Chromat und Seignettesalz 
eine starke Hemmung der Hamolyse ausiiben, wenn sie in kleiner 
Menge hinzugefiigt wurden, waihrend Kochsalz, die Nitrate, Sulfate 
und zum Teil die Acetate der Alkalien eine weit geringere 
Hemmungswirkung ausiibten. Tabelle XV zeigte, daB die 
Hemmung des Chromates etwa viermal gréBer war als diejenige 
des Kochsalzes. Hier begegnen wir dem damit diametral ent- 
gegengesetzten Verhiltnis. Also: zum Rohrzuckerblut hinzu- 
gefiigt, wirkt Chromat viel starker hemmend als Kochsalz, zum ur- 
spriinglichen Blute hinzugesetzt und spater abzentrifugiert, ist 
Kochsalz viel wirksamer als Chromat, welch letzteres die Emp- 
findlichkeit sogar erhéht. Diese Tatsachen sind durch zahl- 
reiche Kontrolluntersuchungen festgestellt und Versuchsfehler 
sind demgem&8 ausgeschlossen. Auch nicht die verschiedene 
Empfindlichkeit des Blutes kann hierfiir verantwortlich gemacht 
werden, da in mehreren Versuchsserien bei einem und dem- 
selben Blute sowohl Rohrzuckerblut mit den Salzen zusammen 
als auch Blut nach vorangegangener Behandlung mit Salzlésungen 
und folgender Uberfiihrung in Rohrzuckerlésung dargestellt und 
untersucht wurden. Beim Blute Nr. 33 sind solche Serien aus- 
gefiihrt worden. Zum Vergleich der Ergebnisse in Tabelle XX VI 
sind die Resultate hier zusammengestellt. 
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Tabelle XXVII. 


Blut Kobragift Salzlésung in ccm 

Nr. incem 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
33 0,1 +-1/, molare NaCl-Lés. total total -++-+++++4+ 
330 O,1+3/, ,, KSO, , +4+—+++-+++ 0 0 
33 01+ %4/, , K,CrO, ,, total 0 0 0 0 
33 (0,1+1/,  ,,Seign.-Salz,, +1444 0 0 0 
33 0,1+%4, ,, Na,HPO, ,, total total total total total 
33 0.1+-4/, , KHCO,,, total total total total total 

Kontrolle = 0. 


Der Gegensatz zwischen K,SO, und K,CrO, tritt hier 
scharf hervor. In Tabelle XXVI war K,SO,-Rzblut inaktiv, 
wahrend K,CrO,-Rzblut sehr empfindlich sich erwies. 

Die nichste Aufgabe war, zu untersuchen, inwieweit eine 
folgende NaCl-Behandlung z. B. des Chromatblutes, eine In- 
aktivierung bewirkte, oder ob das Chromatblut sich in dieser 
Beziehung wie Rohrzuckerblut verhalt. In Tabelle XXIII haben 
wir ja gesehen, da® eine praliminére Rohrzuckerlésung die In- 
aktivierungswirkung der folgenden Kochsalzlésung verhindert. 
Solche Untersuchungen sind zweimal ausgefiihrt worden. Ich 
fiihre sie hier an. 

Tabelle XVIII. 


Blut 0,1°/,ige Kobragiftlésung in ccm 

Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 

35 NaCl-Rzblut 0 0 0 0 total 
Chromat-NaCl-Rzblut 0 total total total total 

36 NaCl-Rzblut 0 0 0 +. 0 
Chromat-NaCl-Rzblut total total total total total 


Eine voraufgehende Behandlung mit Chromatlésung hebt eben- 
so wie Rohrzucker die inaktivierende Wirkung des Kochsalzes auf. 

Es fragt sich dann weiter, ob Chromat und ahnlich wirkende 
Salze das von Kochsalz inaktivierte Blut wieder zu reaktivieren 
vermégen, wie dies mit Serum der Fall war. 


Tabelle XXIX. 


Blut 0,1°/,ige Kobragiftlésung in com 

Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 

28 NaCl Rzblut 0 0 0 0 0 
NaCl-+-NH,-Rzblut!) total total total total total 

52 me ton - total total total total total 

53 NaCl-Phosphat-Rzblut 0 0 total total total 

71 NaCl-Chromat-Rzblut 0 0 0 +b 
NaCl-Soda-Rz-Rzblut *) +++ total total total 
NaCl-Soda-NaCl-Rzblut 0 0 ++ total 


1) NH, = 0,02 cem 5°/,ige Lésung; Kontrolle = 0. 

2) Kontrolle = 0. 

3) 0,1 com 1°/,iger Sodalésung ; Kontrolle = 0. 
Biochemische Zeitschrift Band 18. 31 
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Die Alkalisalze der schwacheren Saéuren besitzen also das- 
selbe Vermégen der Reaktivierung wie das Serum selbst; und 
einmal reaktiviert, wird das Blut nicht wieder von Kochsalz 
inaktiviert. Dasselbe war nach Behandlung mit Serum der 
Fall. Da nun weiter Serum tatsachlich solche Salze, in 
erster Linie Natriumcarbonat enthalt, ist hiermit 
jedenfalls hauptsachlich die reaktivierende Wirkung 
des Serums erklart worden. In gewissen Fallen bewirken 
die Salze jedoch keine Empfindlichkeit gegen Kobragift (wenn 
das Blut iiberhaupt refraktér ist, kommt dies ausnahmsweise 
vor). In solchen Fallen ist auch das Serum ohne eine 
Wirkung. 

Die reaktivierende Wirkung der Salze ist also als eine 
Kation- oder Alkaliwirkung definiert worden. Da die freien 
Alkalien dieselbe Wirkung besitzen, ist die letzte Erklarung 
die richtige, wie auch spater exakt bewiesen werden soll. Die- 
selbe reaktivierende Wirkung kommt auch den Erdalkalien zu. 


Diese reaktivierende Wirkung des Alkalis bzw. der wirk- 
samen Salze ist also scharf von der Hemmungswirkung dieser 
Salze auf die Kobragifthimolyse zu trennen. Im ersten Falle 
findet eine Einwirkung auf die Blutkérperchen statt, im letzten 
ist die Wirkung gegen Gift gerichtet. Z. B. ist Chromat-Rz- 
Blut (sc. Blut mit Chromatlésung digeriert und in Rohrzucker- 
lésung iibergefiihrt) empfindlich. Trotzdem wird die Hamolyse 
solchen Blutes durch Kobragift von kleinen Quantitaiten Kalium- 
chromat verhindert. 


ITI. 


In den zwei vorhergehenden Abschnitten haben wir die 
Wirkung von verschiedenen Salzen auf die Hamolyse von Rohr- 
zuckerblut mit Kobragift kennen gelernt. Es steht aber das 
wichtigste zuriick: eine exakte Erklarung dieser Erscheinungen, 
welche uns zugleich einen Uberblick iiber das Wesen der Gift- 
wirkung selbst verschaffen und vielleicht auch die variable 
Empfindlichkeit des Rohrzuckerblutes gegeniiber Kobragift ver- 
standlicher machen kann. 


Wir haben hierbei folgende Verhaltnisse zu beriicksichtigen : 
1. Die inaktivierende Wirkung einiger Salze. 2. Die reakti- 
vierende Wirkung anderer Salze, bzw. der Alkalien und 3. die 
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Hemmungswirkung der Salze. 4. Die variable Empfindlichkeit 
des frischen Rohrzuckerblutes. 5. Die Inaktivierung des Rohr- 
zuckerblutes beim Stehen. 


1. Die inaktivierende Wirkung von Salzen. 


Wie bekannt enthalt sowohl vendses wie auch arte- 
rielles Blut regelmaBig Kohlensaiure, welche zwischen Plasma 
und Blutkérperchen verteilt ist. Sie ist teils physikalisch ab- 
sorbiert, teils chemisch gebunden, und zwar als dissoziable Ver- 
bindung. 

Bei Verdiinnung und Auswaschen der Blutkérperchen mit 
Rohrzuckerlésung fangt augenblicklich die physikalisch absor- 
bierte ebenso wie die leicht dissoziable chemisch gebundene 
Kohlenséure an fortzudiffundieren. Ist der Kohlensaure- 
gehalt wie im arteriellen Blute nur gering, so wird die Diffusion 
bald beendet. Bei dem gréBeren CO,-Gehalt des venésen Blutes 
erfordert die Diffusion viel langere Zeit und die CO,-beladenen 
Blutkérperchen werden agglutiniert. Mit der mehr oder weniger 
volistandigen Fortdiffusion der CO, tritt Deglutination ein. 
Werden die CO,-beladenen Blutkérperchen in Salzlésungen auf- 
geschwemmt, so diffundiert auch hier die CO, fort, wird aber von 
der betreffenden Saure des Salzes ersetzt, und die Blutkérperchen 
werden demgema8 mit einer aquivalenten Menge der reinen 
Saéure beladen, wie aus den Untersuchungen von Hamburger 
u. a. exakt hervorgeht. Wenn aber die Blutkérperchen durch 
Behandlung mit Rohrzuckerlésung die gesamte oder fast die 
gesamte Kohlenséure schon verloren haben, nehmen sie selbst- 
verstandlich nach Uberfiihrung in Salzlésung keine neue Saure 
auf. Es ist ferner ganz klar, daB eine Séurebeladung nur dann 
stattfinden kann, wenn die Siure iiberhaupt permeabel ist und 
weiter wenn kein Uberschu8 von Alkali der AuBenfliissigkeit 
vorliegt. 

Bei alkalisch reagierenden Salzen wird die CO, einfach 
von dem iiberschiissigen Alkali aufgenommen, und hier braucht 
keine entsprechende Saéuremenge frei gemacht zu werden. Bei 
den normalen Salzen der mehrwertigen Saéuren wird auch 
nicht oder nur zum geringsten Teil eine Saure gebildet, wenn 


die Kohlensiuremenge nicht sehr groB ist; und beim Chromat 
31* 
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bildet sich aus dem 2K,CrO, -+-CO, —K,Cr,0,-++K,CO,. Es 
ist also klar, daB solche Salzlésungen sich wie Rohrzucker- 
lésung verhalten miissen. (Die Verhiltnisse sind hier mit Ab- 
sicht etwas schematisch dargestellt, da es in erster Linie wichtig 
ist, tiber die prinzipiellen Verhaltnisse klar zu werden. Tat- 
sichlich ist aber der Kohlenséuregehalt sehr variabel, und 
quantitative Verhaltnisse spielen selbstverstindlich eine nicht 
zu unterschatzende Rolle, welche die Ergebnisse etwas weniger 
pragnant machen kénnen. Z. B. habe ich ausnahmsweise 
(vgl. die Tabellen) Blutsorten gefunden, welche nicht von 
Kochsalzlésung inaktiviert wurden. Solches Blut kann jeden- 
falls nur Spuren von Kohlensiure enthalten. — Anderseits 
kommt es bei gréBerem CO,-Gehalte vor, daB so viel CO, per- 
sistiert, daB auch eine sekundiare NaCl-Behandlung inaktivierend 
wirkt. Dies ist beim venésen Ochsenblut immer, beim Kalbs- 
blut ausnahmsweise der Fall.') In diesen Fallen verhindert 
aber eine vorgehende Chromatbehandlung die NaCl-Wirkung: 
Aus Chromatlésung diffundiert die CO, schneller fort.) 

Aus diesen allgemeinen Bemerkungen iiber die Wirkung 
der Salze auf Blutkérperchen geht schon mit erwiinschter Deut- 
lichkeit hervor, in welcher Richtung wir die inaktivierende Wirkung 
derselben auf die Empfindlichkeit des Blutes gegen Kobragift 
zu suchen haben. Und die Versuchsmethodik ist hiermit auch 
gegeben: wenn der urspriingliche CO,-Gehalt fiir die Salzwirkung 
maBgebend ist, mu8 eine neue Beladung der Blutkérperchen mit 
CO, das urspriingliche Verhaltnis wiederherstellen kénnen oder mit 
anderen Worten: wenn nach einer voraufgegangenen Rohrzucker- 
behandlung die Salzlésung keine inaktivierende Wirkung be- 
sitzt, mu8 man durch eine sekundiare CO,-Beladung die folgende 
Salzbehandlung wieder wirksam machen. Nach Uberfiihrung 
in Rohrzuckerlésung soll demgema8 solches Blut sich refraktar 
verhalten, wie die Versuche auch in der Tat bestatigen. 


1) Zuletzt bin ich bisweilen solchem Blut begegnet, bei welchem 
die CO, nur langsam fortdiffundiert, auch dann, wenn der Kohlensaure- 
gehalt relativ gering ist. Bei solchen Blutsorten diffundieren die Salze 
auch viel langsamer als gewohnlich fort. 
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Tabelle XXX. 


Blut 0,1° ,ige Kobralésung in ccm 

Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 

30 Rzblut — t.t-t. total total total 
Rz-NaCl-Rzblut 0 — total total total 
nee Me 1-Rz- 0 0 0 0 0 

39 Bzblut total total total total total 
Rz-CO,-NaCl-Rz 0 0 0 0 0 


Beide Versuchsserien zeigen eine komplette Inaktivierung. 
Doch la8t sich gegen die Versuchsanordnung anfiihren, dab 
vielleicht die Einwirkung von Kohlensaéure an sich die In- 
aktivierung bedingt und daB es also gleichgiiltig ist, ob diese 
CO, spiter gegen HCl ausgetauscht wird. Tatsichlich zeigten 
auch besonders darauf gerichtete Versuche, da8 empfindliches 
Blut nach kurzer Durchleitung von Kohlensaure refriktaér gegen 
Kobragift wird, wie die Tabelle XXXI zeigen kann. 


Tabelle XXXI. 


Blut Kobragift in ccm 

Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 

39 Rzblut total _ total total total total 
Rz-C0,-Blut 0 0 

52 Phosphat-Rzblut 0 0 at--f 1 total 
Phosphat-Rz-CQ,-Blut 0 0 0 0 

59 Bz-Blut 0 - oat total total 
Rz-C€0,-Rz-Rzblut 0 0 0 0 0 

60 Chromat-Rzblut 0 0 total total total 
Chromat-Rz-C0,-Blut. 0 0 0 0 0 

61 Chromat-Rzblut?) total total total total total 
Chromat-Rz-C0,.-Blut 0 0 0 0 0 


An und fiir sich ist es wichtig, feststellen zu k6nnen, 
da8 die Kohlenséurebildung die Hamolyse verhindert. Da man 
ferner beim Blute Nr. 59 trotz zweimaligen Auswaschens mit 
Rohrzuckerlésung nicht die aufgenommene CO, entfernen konnte, 
fragt es sich, ob diese Kohlensiure vielleicht die Blutkérperchen 
chemisch verandert, vergiftet hat, da ja bekanntlich die 
Kohlensaure ein Zellgift ist, oder ob die Gegenwart der CO, 
an sich die Kobragiftaufnahme zu verhindern vermag. Im 
letzteren Falle miiSte man durch Behandlung mit reaktivierend 
wirkenden Salzen die urspriingliche Empfindlichkeit wiederher- 
stellen kénnen, wie es auch tatsachlich der Fall war. 


1) Kontrolle = 0. 
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Tabelle XXXII. 


Blut 0,1°/,ige Kobralésung in ccm 
Nr. 0,04 0,06 0,08 0,10 
61 Chromat-Rz-CO,-Blut 0 0 0 0 
Chromat-Rz-CO,-Chromat- 
Rzblut 2 0 total total total 


Bei der Durchleitung von Kohlensaure wird also die CO, 
in so reichlicher Menge aufgenommen, da8 hierdurch die Kobra- 
gifthaimolyse verhindert wird, da diese reichlich aufgenommene 
CO, nicht oder richtiger nur relativ langsam fortdiffundiert. 
Dagegen diirfte man erwarten, daB eine Beladung mit wenig 
CO,, also eine kurze Durchleitung, die Empfindlichkeit des 
Rohrzuckerblutes verhaltnismaBig wenig herabsetzen, wahrend 
eine folgende Kochsalzbehandlung eine Inaktivierung bewirken 
sollte. Dies miiBte aus dem Grunde geschehen, da die CO, eine 
leicht dissoziable, die Salzsiure eine schwer dissoziable Ver- 
bindung mit Bestandteilen der Blutkérperchen und der Lipoid- 
membran eingeht, wie ich ausfiihrlich anderswo auseinander ge- 
setzt habe.’) Die folgenden Versuche bestiatigen diese Auf- 


fassung. 
Tabelle XXXIII. 


Blut 0,1°/,ige Kobralésung in com 
Nr. 0,04 0,06 0,08 0,10 
85 Rz-CO,-Blut te See total 
Rz-CO,-NaCl-Rz-Biut 0 0 0 0 


Die Voraussetzung trifft also zu, und wir haben hiermit 
bewiesen, daB die Beladung der Blutkérperchen mit 
Salzsiure oder Kohlensaéure die Ursache der Inakti- 
vierung ist. Weiter ist bewiesen, daB eine geringe Menge CO,, 
welche an sich keine Inaktivierung zu bewirken vermag, durch 
Kochsalzbehandlung eine Inaktivierung herbeifiihrt, da die ent- 
sprechende Menge HCl aufgenommen wird. 

Wie man auch erwarten konnte, lie8 sich Rohrzuckerblut 
von Salzséure direkt inaktivieren. 


Tabelle XXXIV. 


Blut 0,1°/,ige Kobralésung in ccm 
Nr. 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 
48 Rzblut total total total total total 
Rzblut + HCl 0 0 0 0 
53 Rzblut 0 0 0 — total 
Rzblut + HCl 0 0 0 0 0 


1) Diese Zeitschr. 16, 255. 
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Die HCl war */,,. und wurde mit dem Gifte und in der- 
selben Quantitét zugesetzt. 

Wenn also die Beladung mit Sauren fiir die Inaktivierung 
der Blutkérperchen verantwortlich ist, so fragt es sich weiter, ob 
hierdurch die Aufnahme des Giftes verhindert wird oder nicht. 
Wir haben ja friiher gesehen, da8 das Gift in der Kalte ohne 
Hamolyse aufgenommen wird, und die Aufnahme und die Wirkung 
des Giftes sind also vielleicht zwei verschiedene Erscheinungen ; 
es ware demgemaB denkbar, daB die Saéuren wohl die hamo- 
lytische Wirkung, nicht aber die Giftaufnahme verhinderten. 

Zur Entscheidung dieser Fragen habe ich die Versuchsan- 
ordnung gebraucht, daB8 das Rohrzuckerblut erst mit Gift in der 
Kalte gesattigt wurde, dann das iiberschiissige Gift abzentrifugiert 
und die Blutkérperchen mit Salzsaure (0,1 ccm "/,,, HCl in 2 ecm 
Rohrzuckerlésung) digeriert wurden. Nach dem Abzentrifugieren 
wurde der Abgu8 mit Rohrzuckerblutkérperchen und ,,Lecithin‘‘ 
(0,1°/, ige Lésung) versetzt und die Blutkérperchen mit Rohrzucker- 
lésung und ,,Lecithin‘‘ als Aktivator, da die Salzsiure die Hamolyse 
verhindert. Als Kontrolle wurden kobragiftbeladeneBlutkérperchen 
wie oben aber ohne Siéurezusatz verarbeitet. 


Tabelle XXXV. 


Blut 0,1°/,ige Kobragiftlésung in ccm 
Nr. 0,04 0,06 0,08 0,10 
bes (Rzblut)-Blutkérperchen-+-Rz 0 0 a — 
.  AbguB + 0,05 L.1) + 
Blutkérperchen . . +++ 0 0 0 
b (Rablut -+- HC) - Blutkérper- 
chen 4 Rz ~~ © 0 0 0 
b (Rzblut + HCl)- AbguB ey 
0,05 L. $ Blutkérperchen wenn Le +++ +4++— 
e (Rzblut + ee Blutk6rper- 
chen ‘ 0 0 0 0 
c (Reblnt 1/00.) - - Abgu8-+0, 05 
L.-+ Blutk6érperchen . 0 0 Kuppe Kuppe 
7 (Rzblut)-Blutkérperchen+Rz 0 0 ae “ 
.  AbguB+0,05 L. + 
Blutkérperchen. . . 0 0 0 0 
b (Rzblut -++ HCl) - Blutkérper- 
chen -+- Rz 0 0 0 0 
b (Rzblut HCl) - AbguB-+0, 05 L. 
++ BlutkGrperchen . . 0 total total 
e (Rzblut -- —_— Blutkorper- 
chen -+- 0 0 0 0 
e (Rzblut + 00) - Abgu8-+0, 05 
L.+ Blutkérperchen . 0 0 0 0 


“1) 0,1%/sige ,,Lecithin“-Lésung. 
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Die Versuche zeigen, daB man durch Behandlung mit 
Salzsiure das Kobragift wieder entfernen kann. Wenn 
das CO, wenig iiberzeugende Resultate ergeben hat, so ist zu 
bedenken, da8 man nicht die Quantitaét genau dosieren kann. 
Bei einer gréBeren CO,-Menge kann auch nicht der Aktivator 
helfen. 

Die Tatsache, daSB man durch Salzsiure das Kobragift 
aus den Blutkérperchen extrahieren kann, hat ein besonderes 
Interesse, wenn man beriicksichtigt, daB Morgenroth durch 
Salzsiure das Gift aus inaktiven neutralisierten Mischungen von 
Gift und Antivenenin wieder frei machen konnte. Es liegt 
auf der Hand, anzunehmen, daB in beiden Fallen eine 
chemische Verbindung des Giftes mit Antivenenin, bzw. Blut- 
kérperchenbestandteilen vorliegt, welche von der Salzsiure zer- 
legt wird. Da nun weiter das Antivenenin und der Blut- 
kérperchenbestandteil obwohl kaum identische, ja vielleicht nicht 
einmal verwandte Verbindungen sind, jedoch aller Wahrscheinlich 
keit nach in derselben Weise mit dem Gifte reagieren, und da nun 
weiter bei den Blutkérperchen die Salzsiure durch die Be- 
ladung die Giftaufnahme verhindert, bzw. dasselbe wieder heraus- 
lést, ist die einzig mégliche Erklarung die folgende: die Salz- 
siure, bzw. die Siuren gehen mit demselben Bestand- 
teil eine Verbindung ein, mit welchem das Kobragift bei 
derAufnahme reagiert. Es ist weiter anzunehmen, dab dieser 
Bestandteil von basischer Natur ist und mit den Sauren und 
dem Gifte eine salzartige Verbindung eingeht. Und die Fol- 
gerung ist dann berechtigt, da®B das Gift selbst eine Saure 
darstellt. Unter dieser Annahme ist es verstindlich, daB die 
stirkere Salzsiiure die sicher sehr schwache Kobragiftséure 
austreibt. Es ist weiter klar, daB die schwache Kohlenséure 
durch Massenwirkung das Gift wieder austreiben kann, bzw. 
dessen Fixation verhindert, wahrend eine kleine Menge CO, 
ihrerseits vom Gifte ausgetrieben wird, indem die Verbindung 
des Giftes wahrscheinlich schwerer dissoziabel ist als diejenige 


der Kohlensiure. 

Auch andere Eigenschaften des Giftes sprechen fiir dessen 
Saiurenatur : Kobragiftbeladene Blutkérperchen agglutinieren, 
und wie ich bewiesen habe, ist die Agglutination eine Wirkung 
von Saurebeladung. 
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Weiter haben Arrhenius, Landsteiner u. a. erwiesen, 
da8 andere Siuren, wie Kieselsiure, Borséure, Essigsiure, Salz- 
siure u. a., von ,,Lecithin“ in genau derselben Weise wie das 
Kobragift aktiviert werden. 

Zuletzt hat Faust fiir das reine Ophiotoxin die Siurenatur 
direkt erwiesen. Das Ophictoxin reagiert mit Lackmuspapier 
sauer, zerlegt aber nicht Natriumcarbonat. Es geht mit 
Metalloxyden Verbindungen ein. 


2. Die reaktivierende Wirkung der Salze, 


Einen wichtigen Beitrag zur Auffassung von der Saure- 
natur des Kobragiftes und iiberhaupt zur Bestatigung der oben 
entwickelten Auffassung bildet die nihere Analyse der Wirkung 
von den reaktivierenden Salzen. 

Wenn die siurebeladenen Blutkérperchen durch Einwirkung 
von Phosphaten, Chromaten und Carbonaten der Alkalien oder 
von freien Alkalien und Ammoniak wieder empfindlich gemacht 
werden kénnen, so besteht diese Wirkung, wie ich in meiner 
Abhandlung iiber die physiko-chemischen Eigenschaften der 
Blutkérperchen bewiesen habe, darin, daB die anfgenommene 
Saure den Blutkérperchen entzogen und von dem iiberschiissigen 
Alkali neutralisiert wird. In der erwihnten Abhandlung ist 
dies zwar nur bei salzséurebeladenen Blutkérperchen mit Soda 
festgestellt. Es ist aber einleuchtend, da8 diese Tatsachen eine 
ganz allgemeine Giiltigkeit besitzen. Ubrigens habe ich mich 
von der identischen Wirkung des Kaliumchromats und der Soda- 
wirkung iiberzeugt. Wenn also die aufgenommene Saure wieder 
entfernt wird, sind die Blutkérperchen wieder empfindlich ge- 
worden. Hieraus lat sich als Bestitigung der oben erwahnten 
Hypothese folgern, daB dic von den Saéuren besetzte Verbindung 
der Lipoidmembran — wenn man will der ,,Receptor‘‘ — auch 
den Angriffspunkt des Kobragiftes darstellt. DaB sowohl 
die Salzsiure wie die Kohlensaure dieselbe Stelle in Anspruch 
nehmen, geht daraus hervor, daB die eine Saéure durch die 
andere ausgetauscht werden kann, und da8 CO,- und HCl-be- 
ladene Blutkérperchen von denselben Salzen reaktiviert werden 
kénnen. Der Mechanismus ist also iiberall derselbe. 
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3. Die Hemmungswirkung der Salze. 


Davon ausgehend, daB das Kobragift selbst eine Saure 
herstellt, diirfte man auch erwarten, daB sie denselben Gesetzen 
gehorchen sollte wie diese. Bei kobragiftbeladenen Blutkérperchen 
sollte man demgema8 durch Behandlung mit basischen Salzen 
oder freien Alkalien die ,,Kobrasaéure‘‘ wieder entziehen kénnen. 
Man diirfte ebenso bei kohlensiurebeladenen Blutkérperchen 
nach Uberfiihrung in Kochsalzlésung einen Austausch der Séuren 
mit Salzsiurebeladung der Blutkérperchen und bei kobra- 
beladenen Blutkérperchen einen ahnlichen Austausch finden: 
Salzsiurebeladung der Blutkérperchen unter Bildung der 
Alkaliverbindung des Giftes in der AuBenfliissigkeit. Wie 
im ersten Abschnitte erwiesen, treffen diese beiden Voraus- 
setzungen auch tatsichlich zu, und hiermit ist also die 
Wirkung dieser Salze auf die Kobragifthamolyse erklart. Dem- 
entsprechend ist auch erwiesen, warum eine Hamolyse des 
Kochsalzblutes nicht stattfinden kann — gleichgiiltig ob man 
zuerst die Kohlenséure durch voraufgehende Rohrzuckerbe- 
handlung entfernt hat oder nicht. 

Es ist ferner in diesem Zusammenhang interessant, an die 
proportionale Hemmungswirkung der verschiedenen Salze zu 
erinnern. Wenn man z. B. zur Aufhebung der Hamolyse von 
0,06 ccom 0,1°/,'igen Kobragifts Kochsalz bis ca. */,, Mol der 
Lésung zusetzen muB, tritt also erst bei dieser Salzkonzentration 
Gleichgewicht mit ziemlich vollstindiger Auslésung des Giftes 
ein. Die individuellen Unterschiede der verschiedenen Blut- 
sorten in dieser Beziehung diirften wahrscheinlich von dem sicher 
variablen Gehalt der Blutkérperchen, bzw. der Lipoidmembran 
an kobragiftfixierender Substanz abhaingen. Dieser variable 
Gehalt von Receptor spielt auch eine wichtige Rolle bei der 
Inaktivierung der kohlensaiurehaltigen Blutkérperchen. Es ist 
klar, daB hierbei die Proportion zwischen der Kohlensaure- 
(bzw. Salzsiure-) Menge und der existierenden Receptormenge 
fiir die eventuelle Kobragiftaufnahme bestimmend ist. Bei 
einem geringen Gehalt von fixierender Substanz geniigt eine 
kleine Salzsiuremenge, um die Giftaufnahme und folgende 
Hamolyse zu verhindern, eine Siurequantitat, welche bei einer 
groéBeren Receptorquantitét unzureichend ist. 
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Wenn das Kobragift von Salzen herausgelést wird, kommt 
jedoch nicht allein der Austausch von den Siurekomponenten in 
Betracht; auch die Affinitat des Giftes (und der Siure) 
zum basischen Bestandteil des Salzes ist von wesentlicher Be- 
deutung. Dies geht ganz iiberzeugend aus der Hemmungswirkung 
der Salze der zwei- und dreiwertigen Metalle hervor. Wenn 
z. B. eine CaCl,-Quantitét von ca. */,,., Mol dieselbe Hemmung 
wie */;, Mol NaCl ausiibt, ist es ganz klar, daB der gréBere 
Gehalt der CaCl, an HCl (selbstverstandlich als Lésung) diesen 
groBen Unterschied lange nicht erkliren kann. Im Gegenteil 
darf man sicher davon ausgehen, da das Kobragift eine gréBere 
Affinitat zum Kalk als zum Receptor besitzen muB. (Die- 
selbe Méglichkeit, obwohl im geringeren Grade, ist auch bei 
den Alkalisalzen denkbar). Eine ganz andere Erklirung der 
Kalkwirkung geben Noguchi u. a., welche die Auffassung ver- 
teidigen, dab der Kalk mit denjenigen Verbindungen — Lipoiden — 
sich verbindet, welche die Kobrafixation bedingen, und 
hierdurch also die Aufnahme des Giftes verhindern. 

DaB aber eine solche Auffassung ganz unzutreffend ist, 
geht aus der von mir durch mehrere Versuche sichergestellten Be- 
obachtung hervor, daB die Blutkérperchen nach dem Abzentri- 
fugieren der kalkhaltigen Rohrzuckerlésung und Uberfiihrung in 
reine Rohrzuckerlésung fiir Kobragift empfindlich bleiben. Die 
in den vorhergehenden Abschnitten gefundenen Tatsachen, 
da8 die Basenkomponente auf das Gift, die Saurekomponente 
auf die Blutkérperchen einwirkt, ist hiermit zufriedenstellend 
erklart. 


4. Die variable Empfindlichkeit des frischen Rohrzucker- 
blutes. 


Mit der Erkenntnis der Wirkung von Salzen auf Rohr- 
zuckerblut ist anscheinend der Weg gebahnt worden, welcher 
uns die Erklarung der verschiedenen Empfindlichkeit des 
frischen Rohrzuckerblutes geben kann. Wir haben ja gefunden, 
da8 auch das artielle Blut gewohnlich mehr oder weniger Kohlen- 
siure enthailt; weiter haben wir ja gesehen, da8 man durch 
Beladung mit reichlicher Kohlenséure empfindliches Rohrzucker- 
blut refraktir machen kann, und es liegt deswegen auf der 
Hand, anzunehmen, daB8 die verschiedene Empfindlichkeit des 
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Blutes mit einem entsprechenden Kohlensiuregehalt iiberein- 
stimme, was auch leicht zu beweisen oder zu widerlegen wire. 
Man braucht ja nur eine Behandlung mit Chromat oder ahnlich 
wirkenden Salzen vorhergehen zu lassen; dann muB das kohlen- 
siurebeladene Blut nachher die gewéhnliche Empfindlichkeit 
zeigen. 

Gegen die Annahme eines variablen Kohlenséuregehaltes 
spricht nun die Tatsache, daB auch das unempfindliche Kalbs- 
blut so gut wie niemals agglutiniert. Dies zeigt aber unzwei- 
deutig, daB es sich hier nicht um sehr groBe Kohlenséurequantitaten 
handeln kann. Anderseits habe ich gefunden, daB man beim 
vorsichtigen Zusatz von Kohlensiure zum Rzblut 
keine Agglutination zu bekommen braucht, und trotz- 
dem geniigt die aufgenommene Kohlenséure, um die 
Hamolyse zu verhindern. 

Leider habe ich es versiumt, konsequent jedes unempfind- 
liche Blut derartig zu untersuchen, obwohl ich, wie aus der 
folgenden Tabelle ersichtlich, doch so viele Blutsorten gepriift 
habe, daB man einigermaSen die Verhaltnisse iibersehen kann. 


Tabelle XXXV. 
Blut 0,1°/,ige Kobralésung in ccm 
Ne, Detum 0,02 "0,04 0,06 0,08 0,10 
36 22.X. Rzblut 0 0 — total 0 
36 22... Chromat-Rzblut total total total total total 
53 7.XII. Rzblut 0 0 0 0 total 
563 7. , NaCl-Phosphat-Rzblut 0 0 total total total 
59 20. ,, Rzblut?) 0 + +++ total total 
59 20. , Chromat-Rzblut total total total total 
59 21. ,  Razblut?) 0 0 0 0 
59 21. , Rz-Am,CO,-Rzblut 0 + ++— total total 
60 23. , Rzblut 0 0 0 0 0 
60 23. , Chromat-Rzblut 0 i total total total 
61 29. , Rzblut) 0 0 0 0 total 
61 29. ,, Chromat-Rzblut + total total total total 
67 8. I Rzblut 0 0 0 0 
_ Bo Chromat-Rzblut*) 0 + ++— total 


1) Frisches Blut. 
2) Dasselbe Blut nach 24 Stunden. Hier ist ausnahmsweise die 
Empfindlichkeit mit der Zeit gréBer geworden. 

*) Blut hat 24 Stunden gestanden (im eigenen Serum). 

*) 1 Stunde mit Kobragift im Eisschrank zentrifugiert, Rohrzucker- 
lésung zugesetzt, im Thermostaten 1 Stunde usw. 
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Blut 0,1°/, ige Kobralésung in com 
ir, Dom 0,04 0,06 0,08 0,10 
71 15. I. Rzblut 0 0 0 0 
7 NaCl-Soda + Rz-Rz- 

blut +++ total total total 
2: aa NaCl-Chromat-Rzblut 0 0 0 +-+ 
73 20. , Rzblut 0 0 0 0 
73 20. , Chromat-Rzblut ++ +++ total total 
72 18. , Rzblut 0 0 Kuppe + 
. = Chromat-Rzblut 0 0 0 


Von den neun Blutsorten, welche simtlich unempfindlich oder 
wenig empfindlich sind, haben acht durch die Chromatbehand- 
lung eine ungefahr gleich groBe Empfindlichkeit bekommen, wie 
es bei den urspriinglich sehr empfindlichen Blutsorten sonst der Fall 
ist. Es war nur eine Ausnahme festzustellen, wo die Chromatbe- 
handlung absolut unwirksam war. Hieraus geht mit groBer Deut- 
lichkeit hervor, da8 die Empfindlichkeit des Rohrzuckerblutes 
auch von anderen Faktoren abhangig sein muB als nur von 
dem Siuregehalt. Die Richtigkeit dieser Folgerung wird auch 
durch die Tatsache bewiesen, da8 eine sogar reichliche Kohlen- 
siurebehandlung ausnahmsweise (nur in einem Falle, wo CO, 
durch das defibrinierte Blut durchgeleitet wurde; das NaCl-Rz- 
blut war auch hier refraktér) unwirksam ist, und daB also 
das Blut nachher (trotz Agglutination!) eine groBe Empfindlich- 
keit zeigt. 

Nach dem, was oben entwickelt worden ist, darf diese 
Eventualitaét nicht befremden. Es ist namlich nicht die ab- 
solute Saéuremenge, welche hier in erster Linie in Betracht 
kommt, sondern vor allem die fixierende Substanz. Kommt 
dieselbe nur in kleiner Menge vor oder fehlt sie ganz, so muB die 
Chromatbehandlung unwirksam bleiben. Und andrerseits, exi- 
stiert eine gréBere Quantitét des Receptors, wird selbstver- 
staindlich nach dem Massenwirkungsgesetz so viel Kobragift trotz- 
dem aufgenommen werden, daB es fiir das Zustandekommen der 
Hamolyse geniigt. Dies ist auch cer Fall, wenn eine Salzsaure- 
beladung vorliegt, wie aus der Tabelle XXII ersichtlich ist, ob- 
wohl es nur ausnahmsweise vorkommt. Weiter steht auch die 
Méglichkeit offen, daB die Kohlenséure mit verschiedener Ge- 
schwindigkeit fortdiffundiert. 

Es geht aber aus den angefiihrten Versuchen hervor, 
da8 die Blutkérperchen gewoéhnlich eine ungefahr konstante 
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Empfindlichkeit gegen Kobragift zeigen, und daB die oft ge- 
fundene Unempfindlichkeit bzw. geringe Empfindlichkeit ge- 
wohnlich von einer Kohlenséurebeladung herrihrt. Nur 
ganz ausnahmsweise diirfte eine sehr groBe oder sehr geringe 
Empfindlichkeit vorkommen. 

Wenn also die Unempfindlichkeit gewéhnlich von einer 
Kohlensiurebeladung abhangig ist (und da dies besonders im 
Winter dfter vorkommt, ist interessant, aber gut verstandlich), 
darf man erwarten, daB eben die Giftaufnahme hier ganz 
fehlt oder jedenfalls stark herabgesetzt ist. So war es auch tat- 
sichlich der Fall, wie in einigen Versuchen exakt bewiesen 
worden ist, in denen solche Blutkérperchen (nach Aufenthalt mit 
Kobragift im Eisschrank — bisweilen sogar im Thermostaten — 
und nach Abzentrifugieren der Fliissigkeit, Auswaschen und Zusatz 
von Rohrzuckerlésung) auch nicht bei Gegenwart von ,,Leci- 
thin‘‘ himolysiert werden, waihrend nach Chromatbehandlung das 
Blut von Kobragift allein glatt hamolytisch wurde. 

Weiter wurden die zeitlichen Unterschiede der Himolyse 
hierdurch vollkommen erklarlich. Wahrend CO,-armes (chromat- 
behandeltes oder a priori CO,-armes) Blut schon im Thermostaten 
mehr oder weniger vollstindig hamolysiert wird, tritt die Hamo- 
lyse des CO,-haltigen Blutes, wie beinahe immer im Winter, nur 
langsam nach mehreren Stunden im Eisschrank ein. Wird solehes 
Blut, nachdem es 1 Stunde zusammen mit Kobragift im Eisschrank 
gestanden hat, zentrifugiert usw., so laBt sich zeigen, da8 nur wenig 
Gift aufgenommen worden ist. Die Kohlensiure verhindert die 
Giftaufnahme und erst nach der Diffusion derselben kann das 
Gift sich geltend machen. Bei solchem Blute kann es auch 
vorkommen, da8 Rz-NaCl-Blut nach Uberfiihrung in Rohrzucker- 
lésung unempfindlich ist, wahrend auch in diesem Falle eine 
Chromatbehandlung die Empfindlichkeit wieder herstellt. 

Von einem solchen Gesichtspunkte aus ist auch die Er- 
klarung der bisweilen gefundenen verminderten Empfindlichkeit 
des Blutes beim Stehen in eigenem Serum mit Wahrscheinlich- 
keit gegeben: ,,Die alkalische Reaktion (des Blutes) nimmt auBer- 
halb des Kérpers an Intensitét ab. Dies riihrt von einer in 
dem Blute stattfindenden Saurebildung her, an welcher die roten 
Blutkérperchen in irgend einer Weise beteiligt zu sein scheinen‘‘ 
(Hammarstens Lehrbuch, 6. Aufl., 8. 223). 
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5. Die Inaktivierung des Blutes beim Stehen in Rohrzucker- 


lésung, 


Wie in den Tabellen IV und VI bewiesen ist, kann man 
bisweilen eine verminderte Empfindlichkeit des Blutes nach dem 
Stehen in Rohrzuckerlésung beobachten. Diese Erscheinung 
kommt sogar viel 6fter vor, als die recht wenigen Versuche 
zeigen, und diirfte iiberhaupt eine ziemlich konstante Tatsache 
darstellen, welche ihre Erklarung fordert. AuBer den schon er- 
wahnten Fallen sollen hier einige andere Versuche aufgenommen 
werden, welche mit den erwahnten samtliche bis dahin an- 
gestellte Versuche darstellen. 


Blut Nr. 
59 


65 
71 
80 
85 
86 
88 
101 
107 
108 
110 


114 


Se re re Te ote oP om 
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Tabelle XXXVI. 
0,1°/,ige Kobragiftlésung in com 


0,04 0,06 0,08 0,10 
_ oe total total 
0 0 0 0 
0 0 0 total 
0 0 0 0 
0 0 0 + 
0 0 0 0 
wee total total total 
0 0 + 
total total total total 
0 0 0 0 
—_ +4 total total 
0 0 0 0 
0 Kuppe Kuppe + 
0 — + 
++— total total total 
0 0 TT TIT 
to total total total 
0 0 0 0 
0 0 as ff af. 
0 0 0 0 
0 Kuppe Kuppe +++— 
0 0 0 0 
0 _ — total 
0 0 0 0 


a= frisches Blut; b — 16 Stunden gestandenes Rzblut. 


In 10 von 12 Versuchen ist also nach 16 Stunden eine 
volistaéndige Inaktivierung eingetreten und in einem Versuche 
eine sehr verminderte Empfindlichkeit. Wie friiher bemerkt, 


kann man nach etwas laingerer Zeit — etwa 48 Stunden — 
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eine noch gréBere Veranderung vorfinden. Diese Inaktivierung 
schreitet also wahrscheinlich mit der Zeit immer fort. 

Es fragt sich dann, welche Verainderungen in diesem in- 
aktivierten Blute stattgefunden haben. Erstens het man wohl 
an eine deletére Wirkung der Rohrzuckerlésung zu denken. 
Zweitens ware médglich, da8 die oben erwahnte Saurebildung, 
welche von den Blutkérperchen ausgehen soll, mit im Spiele 
ist. Von dieser letzten Moglichkeit diirfte man indessen ab- 
sehen kénnen, da eine Chromatbehandlung bei solchem 
Blute wirkungslos ist. Hieraus ist auch ersichtlich, 
da8 wir anderen Verhialtnissen gegeniiberstehen, als 
sie bis jetzt besprochen worden sind. 

Wir haben also in erster Linie die Méglichkeit zu _beriick- 
sichtigen, da8 die Rohrzuckerlésung fiir die Inaktivierung veraut- 
wortlich ist. Um diese Méglichkeit naher untersuchen zu kénnen, 
fragt es sich, ob dieselbe Inaktivierung bei Kochsalzblut statt- 
findet. Man kann ja bequem das Kochsalzblut durch Chromat- 
behandlung reaktivieren, was mit dem durch Stehen in- 
aktivierten Rohrzuckerblut nicht geht. Tatsachlich wird auch 
Kochsalzblut selbst nach 48 Stunden glatt von Chromat re- 
aktiviert, auch dasjenige, welches in Rohrzuckerlésung mit 
der Zeit inaktiviert wird. Eine ahnliche Inaktivierung kommt 
also beim Kochsalzblut nicht vor. 

Es fragt sich dann weiter, inwieweit das Kochsalz eine 
Schutzwirkung ausiibt oder nicht, oder mit anderen Worten, 
ob man durch Zusatz von Kochsalz zur Rohrzuckerlésung die 
Inaktivierung verhindern kann oder nicht. Tabelle XX XV gibt 


die Antwort. 
Tabelle XXXV. 
0,1°/,ige Kochsalzlésung in ccm 
0,06 0 


Blut Nr. ; 0,10 
101 a ++— total total total 

b 0 0 ++ +++ 
c 0 See total total 
d = total total total 


a==frisches Blut, b 16 Stunden altes Rzblut, c= frisches Rzblut in 

Kochsalzlésung iibergefiihrt und nach 16 Stunden untersucht (dieselbe 

Zeit wie altes Rzblut), d= frisches Rzblut mit NaCl bis 0,8°/, versetzt 

(2 com Rzblut-+0,3 com 2/, Mol NaCl-Lésung) und nach 16 Stunden 
durch Uberfiihrung in Rohrzuckerlésung untersucht. 
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Ein Zusatz von Kochsalz verhindert also die In- 
aktivierung des Rohrzuckerblutes, und es bleibt demnach 
die Méglichkeit zu beriichsichtigen, inwieweit das Kochsalz ein 
schon inaktiviertes Rohrzuckerblut zu reaktivieren vermag. 
Hieriiber wird die Tabelle XXXVI unterrichten. 


Tabelle XXXVI. 
0,01°/,ige Kobragiftlésung in ccm 








es 0,04 0,06 0,08 0,10 
6 a ohne Salz 0 ++ 444 44+ 
0,08 com 1/,Mol NaCl 0 0 +t 44 
b_ ohne Salz 0 0 0 ae 
0,08 ccm NaCl -- “L. ff fot 
7 a ohne Salz total total total total 
0,08 cem NaCl 0 0 ade 444+ 
b_ ohne Salz 0 0 0 0 
0,08 ccm NaCl 0 + ++ +++ 
25 a ohne Salz at total total total 
0,08 com NaCl 0 0 + total 
b- ohne Salz 0 0 0 0 
0,08 cem NaCl 0 — ++t+ total 
26 a ohne Salz total total total 
0,08 com NaCl 0 0 + 44+ 
b_ohne Salz 0 0 0 0 
0,08ccm NaCl — + oo a oo 


a= frisches Rohrzuckerblut, b = dasselbe Blut nach 16stiindigem Stehen. 


Wie aus der Tabelle XX XVI ersichtlich, bewirkt das Koch- 
salz eine Hemmung der Hamolyse bei dem frischen Blute, 
wahrend bei dem alten Blute eine entgegengesetzte, reaktivie- 
rende Wirkung stattgefunden hat. Wenn man aber die Hamo- 
lyse des frischen und alten, mit Kochsalzlésung versetzten Blutes 
vergleicht, wird man die iibereinstimmenden Werte von beiden 
bemerken. Die Folgerung ist deswegen berechtigt, da beim 
alten Blute durch das Salz erst eine restitutio ad integrum 
stattgefunden hat und dann das Kochsalz auf das re- 
aktivierte Blut, oder richtiger auf das Gift seine Hemmungs- 
wirkung ausgeiibt hat. Das Kochsalz hat also das inakti- 
vierte Rohrzuckerblut reaktiviert, ebenso wie es, zum frischen 
Blute gesetzt, die Inaktivierung verhindern kann. Man mu8 
aber hierzu bemerken, daB diese reaktivierende Wirkung des 
Kochsalzes keine konstante Erscheinung darstellt, da 
ich beobachtet habe, da®B das alte Rohrzuckerblut auch nach 

Biochemische Zeitschrift Band 18. 32 
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Salzbehandlung fortwahrend inaktiv blieb. Dagegen ist es eine 
interessante Tatsache, daB hier das Kochsalz, nicht aber das 
Chromat die Reaktivierung bewirken kann, gerade im Gegensatze 
zu den Verhiltnissen bei dem saéurebeladenen Blute. 

Wenn wir eine Erklarung dieser Inaktivierung geben sollen, 
so ist es klar, daB das Kochsalz auf die eine oder andere 
Weise damit in Verbindung steht. Es ist weiter ganz klar, 
da8 das Kochsalz, um eine Inaktivierung verhindern zu kénnen, 
auf die Blutkérperchen selbst einwirken mu8 und andererseits, 
um die Reaktivierung bewirken zu kénnen, wahrscheinlich den 
Blutkérperchen eine verlorengegangene Eigenschaft zufiihren mu3. 
Es liegt dann nahe, zu denken, daB diese Eigenschaft das Salz 
selbst darstellt. 

Wenn das Rohrzuckerblut durch Stehen inaktiv wird, 
kénnte dies méglicherweise mit der Diffusion des intra- 
cellularen Kochsalzes in Verbindung stehen. Wenn 
weiter das Kochsalz die Inaktivierung verhindert, miBte das 
Kochsalz auch die Diosmose des Kochsalzes verhindern, und 
wenn das Kochsalz zuletzt die Reaktivierung bewirken kann, 
diirfte dementsprechend bei salzfrei bzw. salzarm gewordenen 
Blutkérperchen nach Uberfiihrung in Salzlésung eine Einwande- 
rung — Endosmose — von Salz stattfinden. Wie in meiner 
Arbeit iiber die physiko-chemischen Eigenschaften der Blut- 
kérperchen') bewiesen ist, treffen diese samtlichen Voraus- 
setzungen in der Tat (die oben entwickelte Auffassung hat zu 
einem solchen Studium die Anregung gegeben) zu. 

Es kann auch nicht befremden, da8 das Kochsalz mit der 
Affinitét des Kobragiftes zu den Blutkérperchen in Ver- 
bindung stehen kann (und in der Tat bleibt die Fixation des 
Giftes bei dem inaktivierten Rohrzuckerblut aus). Denn wir 
haben ja vorher gesehen, daS man durch Kochsalzlésung das 
schon fixierte Kobragift wieder aus den Blutkérperchen ex- 
trahieren kann, und wir haben dort ausdriicklich bemerkt, da8 
man diese Tatsache nicht allein aus einem Austausch der Salz- 
siure mit der Kobrasadure erkliren kann, sondern da8 sicher 
auch die Basenkomponente durch seine Affinitét zum Gifte von 
Bedeutung ist, was auch die Versuche mit Kalksalzen ganz 


iiberzeugend zeigten. 
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Wir kommen also zu der Folgerung, da8 die in der 
Lipoidmembran und im Zellinnern befindliche Salz- 
quantitat fiir die Aufnahme des Kobragiftes von 
wesentlicher Bedeutung sein muB. 

Die Wichtigkeit dieser SchluBfolgerung erfordert aber ein 
genaueres Studium. Es ist ganz klar, daB, wenn die Basen- 
komponente in dieser Beziehung von iiberragende Bedeutung 
ist, solche Salze, welche eine schwache Saurekomponente ent- 
halten, sich als besonders fiir eine Reaktivierung befahigt er- 
weisen miissen. Das war auch tatsichlich der Fall. Sowohl 
Ammonium- wie Natriumcarbonat sind hierzu geeignet. 

In den folgenden Versuchen war die Am,CO,-Lésung 5°/,ig, 
die Na,CO,-Lésung 1°/,ig. Nach dem Zusatz des Carbonats 
wurde gleich zentrifugiert und die Blutkérperchen in reine 
Rohrzuckerlésung itbergefiihrt. 

Tabelle XXXVII. 


0,1 com Kobragiftlésung in com 


Blut Ne. 0,04 0,06 0,08 0,10 
59 a altes Rz-Blut 0 0 0 0 
b do.+-0,1 com Am,CO, a +++ total total 
63 a altes Blut 0 0 0 0 
b do.+0,leem Am,CO, 0 0 a — 
65 a altes Blut 0 0 0 0 
b do. + 0,lcem Am,CO, 0 + ++4+-+— total 
66 a altes Blut 0 0 0 0 
b do.-+-0,l ccm Soda total total total total 
85 a altes Blut 0 0 0 0 
b do. +0,lcecm Soda 0 0 0 0 
86 a altes Blut 0 0 0 0 
b do.-+- 0,1 com Soda 0 0 0 0 
107 a altes Blut 0 0 0 0 
b do.+0,l ccm Soda 0 0 0 0 
ec do.-+0,2ccm Soda 0 0 0 0 
108 a altes Blut 0 0 0 0 
b do.-+0,l ccm Soda 0 0 _ + 
109 a altes Blut 0 0 0 0 
b do.+0,lcem Soda 0 0 0 6 
ce do.+0,leem Am,CO;!) 0 aa oo coe 
110 a altes Blut 0 0 0 0 
b do. +0,lccem Soda 0 0 Kuppe ++— 
ec do.+0,lecm Am,CO,!) 0 0 +— +++ 
1ll a altes Blut 0 0 0 0 
b do.-+0,l ccm Soda 0 0 — +++— 
Die Kontrollen waren iiberall negativ. 


1) Diese Am,CO,-Lésung war 10° gig. 
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In 50°/, lieB sich also das durch Stehen inaktivierte Blut 
durch Soda reaktivieren, wahrend es iiberall, wo Ammonium- 
carbonat zur Verwendung kam, reaktiviert wurde. Nun ist 
aber zu bemerken, da8 die Einwirkungszeit der Sodalésung (und 
Am,CO,-Lésung) eine ganz kurze war, da unmittelbar nach dem 
Zusatz das Blut zentrifugiert und mit reiner Rohrzuckerlésung 
versetzt wurde. In einem Versuche (Blut Nr. 109) wurde das 
inaktivierte Blut 6 Stunden mit Soda digeriert. Hier lieB sich 
dann eine allerdings schwache Reaktivierung nachweisen (Kon- 
trolle 0). Weiter soll erwaihnt werden, daB die meisten Ver- 
suche zu einer Jahreszeit ausgefiihrt wurden, in welcher das 
Blut iiberhaupt recht unempfindlich (CO,-reich) war, was viel- 
leicht nicht ohne Einflu8 ist. 

Wenn wir die gefundenen Ergebnisse zusammenstellen, so 
sehen wir, daB Rohrzuckerblut beim Stehen inaktiv wird, daB 
aber das Kochsalzblut (nach Chromatbehandlung, welche fiir 
Rzblut hier ohne Wirkung ist) seine Empfindlichkeit unver- 
andert beibehalt und da8B weiter das inaktivierte Rohrzucker- 
blut durch Behandlung mit Kochsalz, Soda oder Ammonium- 
carbonat wieder reaktiviert wird, und wenn wir ferner daran 
erinnern, da8 die Salze beim Stehen des Rohrzuckerblutes fort- 
diffundieren, wird die Bedeutung der intracellularen Salze fiir 
die Kobragifthamolyse ersichtlich. 

Ebenso wie man durch Zusatz von Salzen zur Blutkérper- 
chenaufschwemmung die Giftaufnahme verhindern, bzw. das auf- 
genommene Gift wieder ausziehen kann, kann man in derselben 
Weise durch Beladung der salzarm gewordenen Blutkérperchen 
mit Salzen die Affinitét zum Gift vergr6éBern. Und ebenso wie 
die Basenkomponente bei der Salzwirkung zur Aufhebung der 
Hamolyse verantwortlich war, ist hier die Alkalibeladung der 
Blutkérperchen das wesentliche. (Es laé8t sich auch eine Reakti- 
vierung durch Verwendung der freien Alkalien und des 
Ammoniaks hervorrufen.) Das Alkali, bzw. die Salze diffun- 
dieren mehr oder weniger schnell — die NH,-Salze besonders 
schnell — hinein und ziehen nun das Gift mit hinein, ahnlich 
wie sie es auBerhalb der Zelle heraus ausziehen kénnen. 


Hierdurch ist auch der Unterschied zwischen Chromat und 
Soda erklirt; das Chromat diffundiert nicht hinein und kann 
demgem&8 keine Reaktivierung bewirken. 
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Diese Reaktivierung ist demgem&B von derjenigen saure- 
beladener Blutkérperchen scharf zu trennen. Z. B. bei salz- 
siurebeladenen Blutkérperchen bewirken sowohl Soda wie 
Chromat eine Reaktivierung durch Beseitigung der Salzsaure, 
dagegen ist der Wirkungsmodus der Soda bei salzarmen Blut- 
kérperchen davon ganz verschieden, indem hier keine Neu- 
tralisation stattfindet und die Soda als solche hineindiffundiert. 

Wir sind hiermit zu der Folgerung gekommen, daB die 
Salze und besonders ihre Basenkomponente den Angriffs- 
punkt des Kobragiftes in den Blutkérperchen dar- 
stellen. Sie sind also als ,,Receptor’ zu betrachten.*) 

Von einer solchen Voraussetzung aus miissen wir uns 
das Vorkommen der Salze in der Lipoidmembran derart er- 
kliren, daB sie entweder in der Membran gelést oder mit 
Lipoidbestandteilen chemisch verbunden sind. Nun aber zeigten 
die Kalteversuche, daB eine Aufnahme des Giftes ohne Haimo- 
lyse stattfinden kann, und erst wenn man die kobragiftbeladenen 
Blutkérperchen bis auf K6rpertemperatur erwarmt, tritt die 
Hamolyse ein. Ebenfalls lassen sich diese zwei Stadien bei 
héherer Temperatur, sogar bei 37° nachweisen. Es ist auch 
ganz unbegreiflich, daB eine Giftbindung an das Alkali der 
Blutkérperchen an sich notwendig eine Hamolyse herbeifiihren 
soll. Es ist demgem&a8 viel verstandlicher, anzunehmen, ent- 
weder da8 das Alkali, wie der Acceptor bei der Oxydation, 
als ein Sauerstoffiibertrager fungiert: das Gift wird von Alkali 
aufgenommen und schliigt sich von dieser Verbindung auf 
andere spezifische Lipoidbestandteile der Membran nieder, 
welche also fiir eine direkte Fixation nicht zuginglich waren, 
oder auch kann man sich vorstellen, daB das Alkali selbst 
eine solche Anderung der Membranbestandteile bewirkt. Stellen 
wir uns einmal vor, daB solche Bestandteile von saurem und 
basischem Charakter miteinander als neutrale Verbindungen vor- 
kommen, dann kénnte das Alkali durch die Zerlegung von diesen 
und durch Neutralisation der sauren Komponente den basischen 
Bestandteil frei und fiir das Gift disponibel machen. Als eine 
dritte Méglichkeit ware denkbar, daB den imtracellularen 


1) DaB die Inaktivierung nichts mit einen O-Verlust zu tun hat, 
wurde durch Versuche sichergestellt. Ebensowenig kann man das Blut 
durch Uberfiihrung in neue Rohrzuckerlésung wieder reaktivieren: 
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Salzen wesentliche Bedeutung zukéme, und daB also das Gift 
sowohl auf die Membran als auch intracellulér wirkte. 

Ob diese oder andere Eventualitaiten tatsichlich vorliegen, 
entzieht sich vorléufig der Beurteilung. So viel geht jedoch mit 
Evidenz hervor, da8 wir mit der Erkenntnis der Salawirkungen 
keineswegs am Ende stehen, sondern da im Gegenteil auch 
andere Unbekannte noch vorliegen, welche der Untersuchung 
bediirfen. Ich glaube auch, da8 die iibrigens seltenen Fiille, 
wo das Blut refraktaér ist und bleibt, hierdurch eine vorliufige 
Erklarung finden kénnen. (Eine Erklérung in Ubereinstimmung 
mit der Seitenkettentheorie ist aber ganz unméglich. Die Basen 
fungieren sicher nicht als Immunkérper.) 

So viel geht jedoch mit groBer Deutlichkeit 
hervor, daB die extracellularen Salze, bzw. deren 
Alkalikomponente (ich sehe von der Saurewirkung hier 
ab) das Gift den Blutkérperchen entziehen, und daB 
umgekehrt die intracellularen Salze (die in der Lipoid- 
membran existierenden mitgenommen) fiir die Auf- 
nahme des Giftes von wesentlicher Bedeutung sind. 

Von diesem Gesichtspunkte aus diirfte man erwarten, 
da8 man durch Beladung der Blutkérperchen vom Rind mit 
Salzen bzw. Alkalien oder Basen iiberhaupt ihre Affinitét zum 
Kobragift derartig vermehren kénnte, daB eine Beladung mit 
darauffolgender Hamolyse auch bei Aufschwemmung in Kochsalz- 
lésung stattfinden kénnte. Meine recht zahlreichen Versuche 
hieriiber, in welchen ich die Blutkérperchen mit Alkali, Am- 
moniak, Soda, Calciumsalzen usw. behandelte, haben ein wechselndes 
Ergebnis gehabt. In samtlichen Versuchen wurde Rohrzucker- 
blut mit den Salzen digeriert und dann die Zuckerlésung durch 
isotonische Kochsalzlésung ersetzt. Es war — wegen der Salz- 
siurebeladung — keine Méglichkeit, hierzu Kochsalzblut direkt zu 
verwenden. 

Zwar sind die meisten Versuche mifgelungen, dagegen habe ich 
sowohl mit Kalksalzen wie mit Soda bisweilen eine Empfindlich- 
keit gegen sogar kleine Mengen Kobragift in Kochsalzlésungen 
ohne Aktivator nachweisen kénnen, und eben die positiven 
Versuche sind beweisend. (Ich brauche kaum anzufiihren, daB 
Kochsalzblut und Rz-NaCl-Blut auch hier ganz unempfindlich 
waren). Allerdings zeigten bei Verwendung von Soda die Kontrollen 
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auch schwache Hamolyse, wahrend die Proben mit Gift starke 
bzw. totale Hamolyse ergaben. Dasselbe findet man aber auch 
oft beim ,,Lecithin“ allein. Ubrigens wurden die Versuche in 
der kalten Jahreszeit angestellt, wo das Blut, wie bemerkt, eine 
geringere Empfindlichkeit zeigte. 

Die Kobragiftquantitat war wie gewohnlich 0,04 bis 0,10 ccm 
einer 0,1°/,igen Lésung, also 0,4 bis 0,1 mg. Vergleicht man 
hiermit die Giftquantitaten, welche zur Auflésung empfindlicher 
Blutkérperchen notwendig sind, so ist nach Versuchen von 
Kyes und Sachs fiir Schweineblutkérperchen 0,25 mg und fiir 
Kaninchenblut 1 mg gefunden worden, also eine bedeutend 
groBere Quantitaét, als unter Umstanden zur Hamolyse von alkali- 
beladenen Ochsenblutkérperchen in Kochsalzlésung geniigt. 

Wir kommen dann zuletzt zu der Frage, inwieweit viel- 
leicht die empfindlichen Blutarten ihre Empfindlichkeit gegen 
Kobragift ihren Gehalt an Salzen bzw. Alkali verdanken. In der 
folgenden Tabelle habe ich nach Abderhaldens Analysen 
(fiir das Pferdeblut jedoch nach denen von Giirber) den 
Gehalt der verschiedenen Blutarten an Alkali und Chlor an- 
gefiihrt. (Die Werte der Phosphorsiure sind weniger brauch- 
bar, da man wahrscheinlich unter der anorganischen Phosphor- 
siure etwas Phosphatid-P mitgenommen hat. Die schwierige 
Entfernung dieses P war unbekannt, als die Bestimmungen aus- 
gefiihrt wurden.) Zum Vergleich ist die Empfindlichkeit der 
Blutarten gegen Kobragift beigefiigt (nach K yes und Sachs’). 


Tabelle XXXVIII. 
Zur kompletten 


Uberschu8 von Hiamolyse not- 


Blutert Na K a K+ Na wendige Menge 
Kobragift in mg 

Rind 2,2 0,7 1,8 0,7 +- 1,0 oo 
Schaf 2,1 0,7 1,8 0,7 +- 0,9 « 
Ziege 2,2 0,7 1,5 0,7 + 1,2 wo 
Pferd os ss 17 43+e8 1,0 
Kaninchen 0 5,2 1,3 3,5 1,0 
Schwein 0 5,0 1,5 3,3 0,25 
Hund 2,9 0,3 1,4 0,3 +- 2,0 0,05 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1903, Nr. 2 bis 4. 
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Aus der Tabelle geht mit groBer Deutlichkeit hervor, 
da8 die Empfindlichkeit mit dem Alkaligehalt in Proportion 
steht: die unempfindlichen Blutkérperchen besitzen einen ge- 
ringeren Gehalt an Alkali als die empfindlichen. Die absoluten 
Werte sind dagegen von keiner entscheidenden Bedeutung, 
da die notwendige Giftmenge sehr variiert. Z. B. fanden 
Kyes und Sachs fiir Kaninchenblut Differenzen von 1 mg bis 
0,05 mg Kobragift bei der Haimolyse. Der Salzgehalt ist auch 
keine absolut konstante GréBe. Fiir das Hundeblut ist zu be- 
merken, daB 2,0 Na 3,2 K entsprechen. 

Aus meinen vorliufigen Untersuchungen iiber das Schweine- 
und Kaninchenblut geht weiter mit Bestimmtheit hervor, da8 
diese Blutarten gegeniiber Salzen usw. sich wie Ochsenblut ver- 
halten, was fiir die Bedeutung der intracelluliren Salze spricht. 
Zuletzt ist zu bemerken, daB Kyes und Sachs keine Riick- 
sicht auf den variablen Siuregehalt der Blutkérperchen ge- 
nommen haben (vielleicht sind die groBen individuellen Unter- 
schiede des Kaninchenblutes dadurch zu erkliren). 

Wenn ich die Verhialtnisse richtig beurteile, sind die an- 
gefiihrten Ergebnisse dazu geeignet, auber der Erklarung der Kobra- 
gifthamolyse einen Ausgangspunkt zur Erforschung der Wirkung 
verschiedener anderer Hamolytika zu bilden. Besonders fir 
das immunisatorisch erzeugte Hiamolysin ist man bekannt- 
lich gewdhnlich von der Ehrlichschen Theorie ausgegangen. 
Nach dieser Theorie bildet der Immunkérper das Zwischen- 
glied zwischen den Blutkérperchen und dem Komplement, 
dem eigentlichen lytischen Faktor. Da nun aber Rohrzucker- 
blut vom Komplement allein ohne Immunkérper gelést wird 
und da weiter auch bei Gegenwart von Immunkorpern die 
Komplementhaémolyse von Séiuren, Alkalien und _ besonders 
Kalksalzen verhindert wird, und da zuletzt diese Inaktivierung 
durch Neutralisation der Séuren oder Alkalien bzw. CaOx-Bildung 
aufgehoben wird, so liegt die Analogiefolgerung der Komplement- 
himolyse mit: der Kobragifthimolyse auf der Hand. Wenn 
man sich aber auf den Ehrlichschen Standpunkt stellt, dab 
das Komplement nur mit dem Immunkérper — dessen haptophorer 
Gruppe — reagiert, so liegt iiberhaupt keine Veranlassung zu Unter- 
suchungen mit ahnlicher Methodik vor. Es wire aber die reine 
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Scholastik, wegen einer unbewiesenen und in mehreren Be- 
ziehungen recht unwahrscheinlichen Hypothese von solchen 
Versuchen Abstand zu nehmen. Persdénlich bin ich weit davon 
entfernt, solche Untersuchungen nach der oben mitgeteilten 
Methodik zu monopolisieren und will im Gegenteil zur Mit- 
arbeit auffordern. 

Zuletzt einige Worte iiber das Neurotoxin. Gegen die 
dualistische Auffassung iiber das Neurotoxin und Hamotoxin 
lassen sich schwerwiegende Argumente anfiihren, und andrer- 
seits sind besonders die Beweise von Kyes fiir eine solche 
Auffassung hinfallig. Es ist in dieser Beziehung interessant, 
daran zu erinnern, daB eben die Salze Kaliumchromat und 
Kalksalze als Gegengift gegen Kobragiftintoxikation vorgeschlagen 
worden sind. Da8 hierbei keine Vernichtung des Giftes statt- 
findet, geht aus meinen obigen Untersuchungen hervor. Ich 
habe auch einige Versuche angestellt, um nachzusehen, inwieweit 
besonders Kalk- und Aluminiumsalze Kaninchen gegen tédliche 
Vergiftungen mit Kobragift schiitzen kénnen. Bei sehr schwachen 
Kobragiftdosen, welche die Tiere in 5 bis 6 Stunden téteten 
(ca. 0,5 mg Kobragift pro Kilo Tier), konnte eine Einspritzung 
von 0,5 bis 0,1 g CaCl, das Leben 5 bis 6 Stunden verlingern. 
Und durch 35 mg Aluminiumsulfat lieB sich ein Tier gegen 
die namliche Giftquantitaét retten. Da nun weiter das Gift 
und die Salze jedes fiir sich auf verschiedenen Stellen subcutan, 
obwohl zur selben Zeit injiziert wurden, ist es ganz unwahr- 
scheinlich, daB eine Vernichtung des Giftes stattgefunden hatte. 
Ubrigens waren die Ergebnisse durchaus dieselben, wenn Salz 
und Gift zusammen eingespritzt wurden. Diese Tatsachen 
sprechen entschieden fiir die Identitét zwischen Neurotoxin 
und Haimotoxin. Sie besitzen aber leider keine praktische Be- 
deutung, da keine Schutzwirkung bei etwas gréBerer Gift- 
quantitaét gefunden wurde, auch dann nicht, wenn die Salzmengen 
vergroBert wurden. 

Da man besonders Permanganat als Antidot gegen Kobra- 
gift empfohlen hat, war es von Interesse, nachzusehen, wie dieses 
Salz sich gegen die hamolytische Giftwirkung verhalt. Leider 
sind solche Versuche unméglich, da das Permanganat selbst 
die Blutkérperchen auflést. 
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Eine Frage bleibt zu erwahnen, namlich der Mechanismus 
der Auflésung von kobragiftbeladenen Blutkérperchen. Findet 
hier eine Auflésung von Zellenbestandteilen, besonders der 
Lipoidmembran, statt, oder hat man an andere Méglichkeiten 
zu denken. Hieriiber laBt sich nichts aussagen, und die Frage 
wird iiberhaupt nicht von den mitgeteilten Tatsachen ernstlich 
beriihrt, sondern erfordert besonders darauf gerichtete Unter- 
suchungen. 














Ober den EinfluB des Alters und der GréBe auf den 
Gasstoffwechsel des Saiuglinges. 


Von 
Artur SchloBmann und Hans Murchhauser. 
‘(Aus der akademischen Klinik fiir Kinderheilkunde in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 12. Mai 1909.) 


Es ist neuerdings als eine feststehende Tatsache angenommen 
worden, da$ das Kind einen respiratorischen Stoffwechsel sui 
generis habe; derselbe soll betrachtlich reger und energischer 
als der des Erwachsenen sein. Natiirlich ist dabei nicht die 
Gewichtseinheit des Kindes der des Erwachsenen gegeniiber- 
gestellt; denn da8 pro Kilo gerechnet das wesentlich leichtere 
jugendliche Individuum mehr CO, produziert und mehr O 
konsumiert, als ein flteres und schwereres, ist ja selbstver- 
stindlich. Man hat aber auch gemeint, daB bei Zugrunde- 
legung gleich-r Oberflacheneinheiten das Kind einen regeren 
Gasaustausch bewerkstelligt als der Erwachsene. So sagt 
A. Loewy"): ,,Der Stoffumsatz ist im Kindes- und Entwick- 
lungsalter nicht nur pro Kilo Kérpergewicht, sondern auch, 
und das ist allein maSgebend, fiir die Oberflacheneinheit 
héher als der des Erwachsenen.‘© Auch Magnus-Levy steht 
in seiner ,,Physiologie des Stoffwechsels“*) auf demselben Stand- 
punkt. ,,Der Gaswechsel des Kindes‘’, so heiBt es daselbst, ,,ist 
viel lebhafter als der des Erwachsenen. Der Umsatz pro 
Quadratmeter war bei den Kindern von Magnus-Levy und 
E. Falck um 1,1 bis 1,6 mal héher als bei erwachsenen Per- 
sonen.“* In der auf S. 287 angegebenen Tabelle der Magnus- 


1) Der respiratorische und der Gesamtumsatz, Handbuch der Bio- 
chemie von C. Oppenheimer. Literatur siehe daselbst. 
2) Handb. d. Pathol. d. Stoffw. von C. v. Noorden. 
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500 A. SchloBmann und H. Murchhauser : 


Levyschen Physiologie des Stoffwechsels sieht man die Rela- 
tionszahlen des Sauerstoffes fiir Kinder und Erwachsene auf 
1 qcm Oberflache berechnet véllig dem zunehmenden Alter ent- 
sprechend sinken. Dem gegeniiber stehen die allerdings nur 
andeutungsweise publizierten Untersuchungen von Staechelin 
und Gigan’*), die Erwachsene von Zwergwuchs verglichen mit 
Kindern gleicher GréBe: der O-Verbrauch war bei beiden Ka- 
tegorien von Individuen vdéllig analog pro Quadratmeter Ober- 
flache. 

Nun haben wir*) bereits friiher die Meinung ausgesprochen, 
daB die CO,-Ausscheidung des ruhenden Sauglings mit derjenigen 
des Erwachsenen auf gleiche Oberfliche berechnet parallel geht. 
Wir hatten ja gefunden, da8 1 qm ruhender Saugling 8S. im 
Durchschnitt pro Stunde 11,0 g O verbraucht und 13,78 CO, 
produziert. Es betragt dagegen die CO,-Ausscheidung beim ruhen- 
den Erwachsenen im Durchschnitt aus 5 Versuchen von Rubner 
und Lewaschew’) 15,85 g, ist hier also nicht nur nicht ge- 
ringer, sondern sogar gréBer als beim Siugling. Rubner und 
Heubner erkliren dies damit, daS der Saéugling in ihrem Ver- 
suche im wachenden und schlafenden Zustande untersucht ist, 
die Erwachsenen nur bei Wachsein, und da8 ferner die Luft- 
temperatur in den Versuchen bei letzteren meist nicht unerheb- 
lich niedriger war als bei den Sauglingsversuchen. 

Auch die von Atwater*) angegebenen Werte lassen jeden- 
falls die Deutung nicht zu, daB die CO,-Ausscheidung beim 
ruhenden Erwachsenen geringer sei als wir sie bein ruhenden 
Saéugling gefunden haben. Er gibt als Durchschritt 16,11 g 
pro Quadratmeter an. Nun kénnen zweckmaBig dieve Fragen 
nur dann beantwortet werden, wenn die Untersuchungsn von 
denselben Beobachtern, mit derselben Apparatur, nach der- 


Klinik 1909, Nr. 8. 
2) SchloBmann, Zur Frage des respiratorischen Stoffwechsels beim 


Saugling. Verhandlungen der Gesellschaft fiir Kinderheilkunde 25, Ver- 
lag von G. F. Bergmann, 8. 52ff. und: SchloBmann, Oppenheimer 
und Murchhauser, diese Zeitschr. 14, 393. 

3) Rubner und Lewaschew, Arch. f. Hygiene 29, 47 und Rubner 
und Heubner, Zeitschr. f. Biol. 36, 25. 

*) Atwater, Neue Versuche iiber Stoff- und Kraftwechsel im mensch- 
lichen Kérper. Ergebnisse der Physiologie 3, 1. Abt., 584. 
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selben Methode und unter ganz denselben Bedingungen aus- 
gefiihrt sind. Nachdem Kettner’) durch seine auf unsere 
Veranlassung hin unternommenen Versuche am Meerschwein 
erwiesen hatte, da® offenbar die urspriingliche Ansicht Rub- 
ners ganz zu Recht besteht, nach der der Gaswechsel der 
K6rperoberflache nahezu proportional einhergeht, erschien es 
uns angezeigt, am wachsenden Saugling festzustellen, ob mit 
Alter, Oberflichen- und Gewichtszunahme sich Verainderungen 
im respiratorischen Stoffwechsel zeigen. Derselbe Siaugling S., 
der uns zu den ersten Versuchen gedient hatte, wurde nunmehr 
wieder dem friiher *) geschilderten nachtlichen Achtstundenversuch 
unterworfen. Im Alter von 144 Tagen, bei einem Gewichte 
von 5790 g und mit einer Oberfliche von 38,4 qdcem hatte S. 
im Schlafe im Durchschnitt von 8 Stunden pro Stunde 13,78 g 
CO, produziert und 11,0g O konsumiert (Durchschnitte aus 
6 Versuchen vom 14. August bis 2. September. Siehe diese 
Zeitechr. 14, 389). 

Am 9. Januar war das Versuchskind 284 Tage alt, also 
fast doppelt so alt als im Dure’ chnitt der ersten Versuche, 
es wog 8450 g und hatte eine verfliche von 49,63 qdem. Das 
Kind wurde noch ausschlieS’ 4 gestillt; der Versuch verlief genau 
wie die vorhergehenden. Er ergab pro Quadratmeter Ober- 
fliche und Stunde eines O-Verbrauch von 11,05 g und eine 
CO,-Ausscheidung von 13,99 g. 

Am 15. April ist »odlich ein letzter Versuch, wicder ganz 
analog den friiheren, gen. tht worden. Das Kind, jetzt 380 Tage 
alt und immer noch reine Brustkind, lauft jetzt schon allein 
herum und hat in der let."en Zeit weniger zugenommen. Sein 
Gewicht betrigt 8930 g, seine Oberfliche 51,50 qdem. Pro Stunde 
und Quadratmeter ergab sich ein O-Verbrauch von i1,41 g und 
eine CO,-Ausscheidung von 13,49 g. 

Wir stellen der Ubersicht halber die Befunde tabellarisch 
zusammen: 

Wir sehen aus den angefiihrten Zahlen, daB die CO,-Aus- 
scheidung pro Quadratmeter Oberfliche in allen 3 Versuchen 
volikommen iibereinstimmt. Dabei hatte unser Versuchskind 


1) Die Beziehungen der Kérperoberflache zum respiratorischen Stoff- 
wechsel. (Erscheint demnichst in dieser Zeitschrift.) 
2) Literatur s. vorige Seite, FuBnote 2. 
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rotokolle auf Seite 394 des 14. Bandes. 


1) Siehe Tabelle auf Seite 389 des 14. Bandes dieser Zeitschrift und die P 
*) Protokolle zu den beiden Versuchen am Schlusse dieser Arbeit. 


im 2. Versuche fast genau das 
doppelte Alter wie im 1., und 
im 3. Versuche war es 2,6 mal 
so alt wie im 1. und 1,7 mal 
so alt wie im 2. Versuch. 
Trotzdem kann nicht die Rede 
davon sein, daB die CO,-Aus- 
scheidung heruntergegangen 
sei, wenn man dieselbe auf die 
Oberflacheneinheit berechnet. 
Auch in bezug auf den Sauer- 
stoffverbrauch gilt ein gleiches. 
Derselbe ist im 3. Versuche 
sogar eine Kleinigkeit héher 
als im 1. und 2., die absolut 
genau iibereinstimmen. Doch 
ist die Differenz immer noch 
so gering, daB es sich er- 
iibrigt, nach einer besonderen 
Erklarung hierfiir zu suchen. 

Wir glauben aber mit 
Sicherheit annehmen zu diir- 
fen, daB unsere Versuche einen 
Ausschlag hiatten ergeben 
miissen, wenn wirklich das 
ailtere Individuum einen ge- 
ringeren Gasaustausch auf die 
Oberflaicheneinheit berechnet 
zeigen wiirde als das jiingere. 
Die Ubereinstimmung der 
Werte deuten wir aber in der 
Richtung, da$ wir aus der- 
selben die Richtigkeit der 
Rubnerschen Anschauung 
schlieBen, nach der die 

Stoffwechselvorgange 

sich proportional der 
Oberflachenentwicklung 
halten. 
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Protokolie. 


Bei dem zunichst folgenden Versuch vom 9. Januar 1909 wurde 
aus bei anderer Gelegenheit zu erérternden Griinden nach der 1. Stunde 
eine Luft- und Laugenprobe aus dem Respirationsraume entnommen. 
Die entnommenen Volumina an Gas und Lauge muBten fiir den 8stiin- 
digen Versuch in Rechnung gezogen werden und sind deshalb in das 
Protokoll mit aufgenommen: 


Versuch vom 9. Januar 1909. 


Versuchsobjekt: Sutholt, Fritz. Alter: 284 Tage. 
Gewicht Gewicht der Bekleidun, 
des Kindes und des Bettzeuges . oon Se Ernabrung 
vorher: mnachher: vorher: nachher : 

8449 g 8240 g 3010 g 3200 g 8Stunden 170g Milch 
Anfangswerte: Temp. 19,3° Bar. corr. 760,3 Man. -+- 0,08 Thermobar. -++- 0,95 
Endwerte: » a wv se oe > Ore é + 0,23 
Anfangsvolumen: 204,575 1 bei 19,3° und 759,43 mm Hg = 186,081 1 
Endvolumen: 204,575 1 ,, 19,3° ,, 760,39 ,, ,, —186,325 1. 

Analyse 
der Anfangsluft der Endluft des Sauerstoffs 
CO, = 0,10°/, 0,36 9/9 0,229/, 
O, = 20,779/y 19,55 7/5 95,13°/, 
N, = 79,13°/, 80,09 °/, 4,65°/, 
100,00°/, 100,00°/, 100,00°/, 

Das nach der 1. Stunde entnommene Gasvolumen betrug be- 
rechnet auf 0° und 760 mm = 337 com; die Analyse der Luftprobe ergab: 
CO,= 0,279, 

O, = 20,299, 

N, = 79,44°/, 
es wurden folglich entnommen: 1 cem CO, 

68 ccm O, 

268 com N, 

337 com 
die entnommene Laugenprobe betrug 137 ccm und enthielt im ganzen 
0,8495 g CO,. 





Sauerstoffbilanz. 
Vorher vorhanden: 38,650 
nachher vorhanden: 36,427 
nach der 1. Stunde entnommen: -- 0,068 
2,155. 
Anfangsgewicht des Gasometers = 21,10 kg bei 108,32 Thermobar. 
Endgewicht 98 oo = 53,70 kg bei 109,07 ‘is 
Sauerstoff aus Gasometer — 30,0261 
davon ab N, in O,= 1,3961 
» —» OO», in O, = 0,066 1 
dazu: 2,155 1 
Nettosauerstoffverbrauch: 30,718 | 
Pro kg und Stunde= 0,460 1. 
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Kohlensaurebilanz. 
Vorher vorhanden: 0,186 1 
nachher vorhanden: 0,671 1 
+ 0,485 1 
nach der 1. Stunde entnommen: 0,001 | 
~~ 0,486 1 
Endlauge: 58,5760 g 
nach der 1.Stunde entnommen: 0,8495 g 
30,4255 g_ 
Anfangslauge: 4,8000 g 
54,6255 g CO, 
= 27,878 1 
+ 0,486 
Gesamt-CO,-Produktion: 28,3641 in 8 Stunden 
Pro Stunde und kg = 0,424 |. 
Res piratorischer Quotient = 0,923. 


Stickstoffbilanz. 
Vorher vorhanden: 147,245 1 
nachher vorhanden: 149,228 1 
nach der1.Stundeentnommen: 0,268 1 
2,251 1 
N, aus Og (4,65°/)) = 1,396 1 
Fehler: ++ 0,855 1. 


Versuch vom 15. April 1909. 


Versuchsobjekt: Sutholt, Fritz. Alter: 380 Tage. 
Gewicht Gewicht der Bekleidung 
des Kindes und des Bettzeuges aS Ernahrung 
vorher: machher:  vorher: nachher: 


8930 g 8745 g 2935 g 3060 g 8 Stunden 200 g Milch 
Anfangswerte: Temp. 20,4° Bar. corr. 759,5 Man. -- 0,08 Thermobar. + 0,00 
Endwerte: o Sew > ee co eee - + 1,05 
Anfangsvolumen: 204,190 1 bei 20,4° und 759,58 mm Hg = 184,745 1 
Endvolumen: 204,190 1 ,, 20,4° ,, 761,85 ,, ,, = 185,309 1. 








Analyse 
der Anfangsluft der Endluft des Sauerstoffs 
CO,= 0,13, 0,31 °/, 0,18°/, 
O. = 20,81 °/, 18,91°/, 95,07 °/, 
N, = 79,06 °/, 80,78 °/, 4,75 °/, 
100,00°/, 100,009, 100,00°/, 
Sauerstoffbilanz. 


Vorher vorhanden: 38,445 1 
nachher vorhanden: 35,042 | 
3,403 | 
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Anfangsgewicht des Gasometers = 25,37 kg bei 109,06 Thermobar 
Endgewicht ” iin = 59,15 kg bei 108,92 - 
Sauerstoff aus Gasometer = 31,033 | 
davon ab N, in O,= 1,4741 
» CO, in O.= 0,056 1 
dazu: 3,403 | 
Nettosauerstoffverbrauch: 32,906 | 
Sauerstoffverbrauch pro kg und Stunde = 0,465 1. 


Kohlensaurebilanz. 


Vorher vorhanden: 0,240 1 
nachher vorhanden: 0,574 1 
0,334 | 
Aus Lauge: 28,024 | 
Gesamtkohlensaureproduktion = 28,358 1 
Kohlensaiure pro kg und Stunde = 0,401 | 
Respiratorischer Quotient: 0,862. 


Stickstoffbilanz. 
Vorher vorhanden: 146,060 1 
nachher vorhanden: 149,693 | 

~~ 3,633 1 
N, aus O, (4,75°/5) = 1,474 1 
Fehler — + 2,159 L. 


Biochemische Zeitschrift Band 18. 33 





Untersuchungen iiber den Purinstoffwechsel der 
Selachier. 


I. Uber das Harnsiurezerstérungsvermégen der Leber von 
Seyllium catulus. 


Von 


Vittorio Scaffidi. 


(Aus der physiologischen und der chemischen Abteilung der zoologischen 
Station in Neapel.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1909.) 


Die ersten Untersuchungen iiber das Harnsaéurezerstorungs- 
vermégen der Leber stammen von Stokvis') welcher fand, 
da8 Harnsiure, dem Brei von Hunde- oder Pferdeleber zu- 
gesetzt, nach einigen Stunden betrichtlich abnimmt oder ganz 
verschwindet. Auf Grund dieser Untersuchungen und der Be- 
obachtung von Hahn und Nencki’*), daB im Harne von 
Hunden mit Eckscher Fistel das 4 bis 5fache, ja manchmal 
sogar das 9fache der vor der Operation vorhandenen Harn- 
siuremenge auftritt, gelangte man schon vor Jahren zu dem 
Schlusse, da8 der Hundeleber die Fahigkeit zukommt, Harn- 
siure zu zerstoren. 

Auch Chassevant und Richet®) fanden, daB PreBsaft von Hunde- 
leber starke uricolytische Fahigkeiten besitzt, und zu demselben Resul- 
tate kam M. Jakoby*), wihrend er bei Kalbsleber keine uricolytischen 
Eigenschaften nachzuweisen vermochte. 

Noch auf einem anderen Wege wurde das Harnsiurezerstérungs- 
vermégen der Hundeleber festgestellt, und zwar von Ascoli®). Dieser 


1) Arch. f. d. holland. Beitriige 2, 1860. 

2) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 32, 1893. 
3) Compt. rend. Soc. biologie (X), 4, 1897. 

*) Virchows Archiv 157, 1898. 

5) Pfliigers Archiv 72, 1898. 
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Autor léste Harnsiure (zu 0,02 bis 0,08°/,) in defibriniertem Blute und 
durchstrémte mit dieser Lésung iiberlebende Hundelebern: hierbei er- 
folgte stets eine erhebliche Verminderung der Harnsiure in der zirku- 
lierenden Fliissigkeit. 

Spiiterhin haben sich besonders Wiener!), Burian®) und Schitten- 
helm’) mit dem Studium der harnsiurezerstérenden Eigenschaften von 
Organbreien beschiftigt; sie fiihrten ihre Versuche auBer an Leber auch 
an zahlreichen anderen Organen und bei verschiedenen Siugetierarten 
aus, und trachteten iiberdies, Aufklarungen itiber das Wesen der Uricolyse 
zu gewinnen. In allen diesen Versuchen wurde eine vollig einwandsfreie 
Methodik angewandt, speziell wurde dafiir gesorgt, daB die zu den 
Organbreien zugesetzten Harnsiéurelésungen nur ganz schwach alkalisch 
reagierten, da8 Bakterienwirkung ausgeschlossen blieb und daB die 
Digestion der Harnsiiure mit dem Brei niemals allzu lange (nur etwa 
4 Stunden lang) fortgesetzt wurde. 

Aus den Untersuchungen von Wiener geht hervor, daB die urico- 
lytische Fahigkeit der Organextrakte (Leber, Nieren und Muskeln) beim 
Kochen verschwindet, dagegen bei Anwendung von Antisepticis, wie 
Chloroform, Toluol und Fluornatrium, erhalten bleibt. Man kann also auf 
die Gegenwart eines Enzymes schlieBen und ihm mit Schittenhelm den 
Namen ,,uricolytisches Enzym“ geben. Burian zufolge vollzieht sich 
die Uricolyse nur bei Gegenwart von Sauerstoff, und zwar nach dem 
Typus der vollstindigen monomolekularen Reaktion. 

Es ergibt ch weiter aus allen neueren Untersuchungen, daB, 
wihrend bei den Carnivoren (Hund und Katze) das gréBte Harnsiure- 
zerstérungsvermégen der Leber zukommt, bei den Herbivoren (Rind, 
Pferd, Kaninchen) die Nieren das am stirksten mit dieser Eigenschaft 
ausgestattete Organ sind. Almagia*) glaubt zwar konstatiert zu haben, 
daB auch beim Pferd die Leber am meisten uricolytisches Ferment pro- 
duziert; Burian®) bemerkt jedoch hierzu, daB die Menge des an- 
gewandten Organbreis zu klein war (3 bis 5 g Leberbrei), weshalb 
Almagia sich auch genétigt sah, seine Versuche auf mehrere Tage aus- 
zudehnen. Bei einer so lange fortgesetzten Digestion aber ist es einer- 
seits sehr schwer, eine bakterielle Zersetzung der Harnsiure vollstandig 
auszuschlieBen, anderseits kénnte es dabei auch zur Bildung von Sub- 
stanzen kommen, welche die Ausfallung und den Nachweis der Harn- 
saure verhindern und so eine Uricolyse vortéuschen. 


Fiir niedrige Wirbeltiere liegen Angaben iiber eine uricoly- 
tische Wirksamkeit der Organe bisher nicht vor. 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 42. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 438, 1905. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 45. — Zeitschr. f. experim. Pathol. 
u. Ther. 4. 

4) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 7. 

5) Medizinische Klinik 1906. 
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In meinen eigenen Versuchen achtete ich darauf, /. daB 
das Gemisch von Organbrei und Harnsaurelésung vor Beginn 
der Digestion neutral oder doch nur ganz schwach alkalisch 
war — bei héheren Alkalescenzgraden unterliegt die Harnsiure 
bekanntlich auch ohne Mitwirkung uricolytischer Organfermente 
leicht einer oxydativen Zerstérung — und 2. daB die fiir jedes 
Experiment verwendete Menge von Leberbrei hinreichte, um auch 
bei kurzdauernder Digestion ein ganz bestimmtes Resultat zu geben. 

Ich befolgte genau die von Burian in seinen Unter- 
suchungen iiber das Harnsdurezerstérungsvermégen der Ochsen- 
leber beniitzte Methode. 


Die Leber von mehreren Haifischen wurde mit einer Fleisch- 
maschine fein zerkleinert und der Brei sorgfaltig gemischt, sodann 
wurden gleich groBe Teile des Breies in mehrere GefaBe verteilt, zu 
jeder Portion ein bestimmtes Volum Chloroformwasser und eine ab- 
gemessene Menge frisch bereiteter Harnsiurelisung hinzugefiigt, und das 
Gemisch hierauf eine bestimmte Zeit lang meist unter Sauerstoffdurch- 
leitung, im Wasserthermostaten bei konstanter Temperatur digeriert. 

Die Lésung der Harnsiure wurde hergestellt, indem man letztere 
mit einer aus metallischem Natrium bereiteten Lauge von bekanntem 
Gehalte erwirmte, so daB sich die Menge des nach der Auflésung der 
Harnsiure iibriggebliebenen NaOH berechnen lieB; hierauf wurden so 
viel Kubikzentimeter einer Salzsiure von bekanntem Titer hinzugefiigt, 
da8 fast der ganze NaOH-Uberschu8 neutralisiert wurde. Die zahlen- 
maBigen Verhaltnisse waren folgende: es wurden fiir jeden Versuch 
0,5 g Harnsiure in 100 ccm "/,9-NaOH gelést, sodann 60 ccm */,9-HCl 
zugesetzt und das Gemisch mit warmem Wasser auf ein Volum von 
200 ccm aufgefiillt. Man hatte so eine leicht alkalische Lésung von 
saurem Natriumurat, mit einer geringfiigigen Beimengung von neutralem 
Natriumurat. Die Lésung blieb auch nach dem Erkalten ganz klar, und 
ihre unbedeutende Alkalescenz wurde durch die leichte Aciditaét des Leber- 
breies vollends korrigiert. Je 40 ccm der Lésung entsprachen 0,1 g 
Harnsiure. 

Nach Beendigung der Digestion schiittete man das Gemenge von 
Leberbrei und Harnsaurelésung in eine groBe Quantitat (1000 bis 1500 ccm) 
kochenden Wassers, siuerte leicht mit Essigsiure an, lieB noch fiir einige 
Minuten kochen und filtrierte siedend. Der Riickstand wurde mehrmals 
mit kochendem Wasser gewaschen und das Filtrat samt den Waschwassern 
auf dem Wasserbade auf ca. 50 com eingeengt; zu dieser Fliissigkeit fiigte 
man behufs Auflésung etwa ausgefallener Harnsiéure in der Wirme 
Natriumhydrat e natrio hinzu und filtrierte. Das Filtrat wurde mit Salz- 
siure angesiuert, hierauf mit NH, iibersittigt!) und sodann die Harn- 


1) Uber den Zweck dieser MaGnahmen s. Burian und Walker 
Hall, Zeitschr. i. physiol. Chem. 32. 
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saure als Silbermagnesiumdoppelsalz nach der Methode von Salkowski 
gefiallt. 

Zur Zerlegung des Harnsiuresilberniederschlages beniitzte ich ein 
von dem Burianschen abweichendes Verfahren; denn filtrierte man 
nach der Zerlegung mit Natriumsulfhydrat direkt die alkalische Zer- 
legungsfliissigkeit von der Schwefelsilberfaillung ab, so kam es bei dem 
nachtraglichen Zusatze von Salzsiure zur Zerlegungsfliissigkeit stets zur 
Abscheidung von Stoffen (kolloidales Schwefelsilber?), die sich von 
der auskrystallisierenden Harnsiure auf keine Weise trennen lieBen. 

Ich verfuhr deshalb bei der Zersetzung der Harnsiuresilberver- 
bindung folgendermafen: ich lieB die Fallung mit ca. 400 bis 500 ccm 
Wasser in einem gréBeren GefaBe kochen, fiigte hierauf eine hinreichend 
groBe Menge von Natriumsulfhydrat hinzu, sdéuerte sofort mit Essigsiure 
an und lieS weiter kochen, bis die Fliissigkeit klar wurde. Dann filtrierte 
ich die siedende Fliissigkeit sehr rasch ab, setzte zu dem Filtrate 1 ccm 
Salzsiure zu und lieB es am Wasserbade bis auf 10 com eindampfen. 
Die ausgeschiedene Harnsiure wog ich, nachdem ich sie dem Reinigungs- 
verfahren von Horbaczewski!) unterzogen hatte. 

Vor Beginn der Uricolyseexperimente priifte ich (Versuch 1), ob und 
in welchem MaBe sich bei der Autolyse der Haifischleber Harnsiure 
bildet,. 


Versuch l. 


Der aus den Lebern von zwei Scyllium catulus erhaltene Brei 
wurde in zwei (ungleiche) Portionen geteilt. Die erste Portion wurde 
sofort, die zweite erst nachdem sie nach Zusatz von Chloroformwasser 
4 Stunden lang bei 38° C der Autolyse unter Sauerstoffdurchleitung 
iiberlassen worden war, in siedendes Wasser gegossen. Im Koagulum 
wurde der N der gebundenen Purinbasen nach der von Burian*) fir 
diesen Zweck angegebenen Methode, im Filtrat die Harnsiure und der 
N der freien Purinbasen bestimmt. 

Resultate. Erste Portion des Leberbreies, 143 g, ohne voraus- 
gehende Autolyse verarbeitet : 

Im Filtrat Harnsaure = 0 g 

Purinbasen-N = 0,0053 g 
Im Koagulum Purinbasen-N — 0,03376 g 
Gesamt-Purinbasen-N = 0,03906 g, entsprechend 0,0273°/,. 

Zweite Portion des Leberbreies, 103 g, nach 4stiindiger Autolyse 
verar beitet : 

Im Filtrat Harnsiure = 0 g 

Purinbasen-N = 0,01066 g 
Im Koagulum Purinbasen-N = 0,01552 g 
Gesamt-Purinbasen-N — 0,02618 g, entsprechend 0,0254°/,, 








1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 18. 
2) Burian und Walker Hall, 1. ce. 
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Es ergibt sich also, daB bei 4stiindiger Autolyse von Haifischleber 
bei 38° C unter Sauerstoffdurchleitung zwar eine Umwandlung von ge- 
bundenen in freie Purinbasen, aber keine oder nur eine minimale Zer- 
stérung der Purinbasen und keine Bildung von Harnsaure stattfindet. 


Versuch 2. 

Der Brei dreier Scylliumlebern wurde in 3 Portionen, a, b und ¢, von 
je 60 g geteilt, und zu jeder Portion 0,1 g Harnsiuere (— 40 com der 
friiher erwihnten Lésung) hinzugefiigt; a wurde sofort nach dem Zusatze 
der Harnsiure aufgekocht, b und ¢ dagegen mit je 60 ccm Chloroform- 
wasser versetzt und 3 Stunden lang unter Sauerstoffdurchleitung di- 
geriert, und zwar b im Thermostaten bei 38°C, e bei Zimmertemperatur 
(15° C). 
Resultate. Harnsaiure (nach Reinigung mittels des Hor baczewski- 
schen Schwefelsaéureverfahrens) 

in a 0,0993 g, 
, b Og, 
» © 0,0274 g. 

Aus diesem Experiment geht hervor, daB die Leber von Scy!lium ein 
starkes Harnsiurezerstérungsvermégen besitzt; denn von der der Portion b 
uzes etzten Harnsiure war nach 3stiindiger Digestion keine Spur mehr 
vorhanden. Es zeigt sich ferner, daB die fiir die Uricolyse giinstigste 
Temperatur nicht bei 15° C liegt, obwohl dies die Temperatur ist, bei 
der die Tiere leben; das Optimum scheint sich vielmehr in jenem Tem- 
peraturbereiche zu befinden, in welchem auch die Fermente der Warm- 
bliiter ihre stairkste Wirksamkeit entfalten. — Die Probe a des Breies, 
in welcher die ganze zugesetzte Harnsiiure wiedergefunden wurde, dient 
gleichzeitig zur Kontrolle der angewandten Methode. 

Versuch 3. 

Leberbrei von drei Scyllien wurde in vier Portionen zu je 40g ge- 
teilt. Die Portionen a, b und e wurden unter Zusatz von je 40 com 
Chloroformwasser im Thermostaten auf 39° C erwarmt. Sobald sie diese 
Temperatur erreicht hatten (nach ca. 1/, Stunde), figte man zu jeder 
Probe 0,1 g Hernsiure (40 ccm Natriumuratlésung) hinzu, leitete Sauer- 
stoff durch und lieB a 30 Minuten, b 1 Stunde und ¢ 2 Stunden lang 
bei 39° C digerieren. 

Der vierte Teil, Portion d, wurde 25 Minuten gekocht. Dann lieB 
man ihn auskiihlen, fiigte 40 com Chloroformwasser zu und erwirmte ihn, 
wie die vorhergehenden Portionen, im Thermostaten auf 39° C. Nach- 
dem auch d diese Temperatur angenommen hatte, setzte man 0,1 g 
Harnsaéure zu und lieS 2 Stunden lang unter Sauerstoffdurchleitung bei 
39° digerieren. 
Resu!tate. 

a 30 Minuten lang digeriert; Harnsiure — 0,0146 g; 

bunde. 1 bzw. 2 Stunden lang digeriert: Harnsiure — 0; 

d nach vorausgehendem Kochen des Breies 2 Stunden lang dige- 
riert: Harnsiure — 0,0984 g. 
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Die Harnsiure von a und d wurde dem Horbaczewskischen 
Reinigungsverfahren unterzogen. 

Dieser Versuch beweist eine auffallend groBe uricolytische Fihig- 
keit der Haifischleber, denn 40 g Leberbrei vermochten schon in 30 Mi- 
nuten von 0,1 g Harnsiiure 0,0854 g oder 85,4°/, zu zerstéren. Uberdies 
lehrt das Experiment, da8 das Harnsiurezerstérungsvermégen der Hai- 
fischleber durch Kochen vernichtet wird, also wohl auf der Wirksamkeit 
eines Enzymes beruht, denn in Probe d wurden von 0,1 g Harnséure 
selbst nach 2stiindiger Digestion noch volle 0,0984 g wiedergefunden, 
was, nebenbei bemerkt, auch zeigt, daB die in den Digestionsgemischen 
vorhandenen Spuren freien Alkalis unter den eingehaltenen Versuchs- 
bedingungen an und fiir sich keine merkliche Zersetzung der Harnsdure 
bewirken. 


Versuch 4. 


Der Leberbrei von drei Scyllien wurde in 4 Teile, a, b, ce, d, zu je 
50 g geteilt, deren jedem 0,1 g Harnsiure und 60 ccm Chloroformwasser 
zugesetzt wurden. Hierauf lieB man alle bei einer Temperatur von 
16°C digerieren, und zwar a, b, ¢, wie im vorigen Versuch, 30 Minuten, 
1 Stunde und 2 Stunden lang unter Durchleitung von Sauerstoff, die vierte 
Portion, d, ebenfalls 2 Stunden lang, aber ohne Sauerstoffdurchleitung 
und unter einer dicken Olschicht, die sie gegen das Hineindiffundieren 
des Luftsauerstoffes schiitzte. 


Resultate. 
30 Min.: Harnsiure = 0,0838 g; Harnsaure zerstért: 0,0162 g; 
1 Std.: » = 0,070 g; - a 0,03 g; 
2 Std.: és = 0,0544 g; én % 0,0456 g; 
2 Std. ohne Sauerstoffstrom: Harnsiure — 0,0904 g; Harnsaéure 
zerstért: 0,0096 g. 
Harnsaure wurde stets dem Horbaczewskischen Reinigungs- 
verfahren unterzogen. 

Dies Experiment ergibt in Ubereinstimmung mit dem vorhergehenden 
abermals, daB sich die Uricolyse in der Haifischleber bei Zimmertempe- 
ratur langsamer vollzieht als bei 39° C. In letzterem Falle spielt sich 
der ProzeB so rasch ab, daB es kaum moglich ist, seinen Verlauf messend 
zu verfolgen, wahrend dies bei 16° C, wie aus der unten folgenden Be- 
rechnung des vorliegenden Versuches hervorgeht, unschwer gelang. Ferner 
lehrt das Experiment, daB wie in den Organen der Saugetiere (vgl. 
Burian), so auch in der Leber des Haifisches fiir die Uricolyse die 
Gegenwart von Sauerstoff erforderlich ist, denn in Probe d fanden sich 
nach 2stiindiger Digestion bei Sauerstoffarmut — es war hier nur der 
von vornherein in der Leber enthaltene Sauerstoff zugegen — von 0,1 g 
Harnséure noch volle 0,0904 g, wogegen in ¢ nach ebenso lange dauern- 
der Digestion bei Sauerstoffdurchleitung nur mehr 0,0544 g Harnséure 
enthalten waren. 
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Versuch 5. 

80 g Leberbrei wurden mit 350 ccm Chloroformwasser versetzt, das 
Gemisch nach kriaftigem Umschiitteln, mit Toluol bedeckt, 24 Stunden 
lang stehen gelassen und hierauf durch Watte filtriert. Von dem Fil- 
trate, dessen Volum 300 ccm betrug, wurden gleichgroBe Portionen; a 
und b, in 2 GefaiBe verteilt. Jede der beiden Portionen wurde mit 
0,1 g Harnsiure (40 com der Natriumuratlésung) versetzt und nach Hin- 
zufiigung von ca. 10 ccm Chloroform unter Sauerstoffdurchleitung im 
Thermostaten, bei 39° C digeriert und zwar a 2 Stunden, b 3 Stunden lang. 

Resultate. 
a nach 2 Stunden: Harnséure — 0,0288 g; Harns. zerst.: 0,0712 g; 
ew 4 99 os a= Q, 

Auch der wasserige Extrakt der Leber besitzt also die Fahigkeit 
der Harnsiurezerstérung, wiewohl weniger intensiv als der Organbrei 
selbst. Die Isolierung des uricolytischen Fermentes der Haifischleber 
erscheint hierdurch in den Bereich der Méglichkeit geriickt. 

Fassen wir die Resultate der vorstehenden fiinf Experi- 
mente zusammen, so kénnen wir zunachst aussagen, daB der 
Leber von Scyllium catulus eine auBerst kraftige uri- 
colytische Fahigkeit zukommt, die zu ihrer Betatigung 
des Sauerstoffs bedarf und bei 38 bis 39° C héchst energisch 
wirksam ist. Diese Eigenschaft wird durch Kochen vollstandig 
vernichtet. Ich halte es deshalb fiir wahrscheinlich, daB die 
geringfiigige Uricolyse, die Schittenhelm’*) in Versuchen mit 
gekochten uricolytischen Fermenten beobachtete, nicht, wie er 
meint, auf einer physiologischen Ursache, sondern auf irgend einem 
Nebenumstande beruht. 

Die Uricolyse vollzieht sich in der Scyllium-Leber 
mit so groBer Geschwindigkeit, wie sie die Uricolyse in 
keinem anderen bisher darauf untersuchten Wirbel- 
tierorgan aufweist, und der Verlauf des Vorganges laBt 
sich dementsprechend nur bei niedriger Temperatur messend 
verfolgen. 

Berechnet man aus Versuch 4, in welchem die Uricolyse bei 


16° C erfolgte, die Geschwindigkeitskonstante nach der Formel 
| k= 2 a é 
t a—x 


d. bh. also unter der Voraussetzung, daB es sich um eine vollstindige 
monomolekulare Reaktion handelt, so kommt man zu folgenden Werten: 


1) 8. Kiinzel und Schittenhelm, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. 
Ther. 5, S. 390. 
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Temp.: 16° C aC’) in Grammen = 0,1. 
t (a—x) C) 
in Stunden in Grammen # 
1/, 0,0838 0,3535 
l 0,0700 0,3567 
2 0,0544 0,3044. 


Trotz der geringfiigigen Abweichung des dritten Wertes diirfte hier- 
nach der Schlu8 berechtigt sein, daB ebenso wie in der Rinderleber 
(Burian), auch in der Leber des Haifisches die Uricolyse nach dem 
Typus der volistiéndigen monomolekularen Reaktion verliuft, voraus- 
gesetzt, daB die Konzentration des Sauerstoffes (als der zweiten Reaktions- 
komponente) wahrend der ganzen Reaktionsdauer konstant bleibt, wie 
dies in meinen Versuchen, in denen die Fliissigkeit dauernd mit Sauer- 
stoff gesattigt blieb, stets der Fall war. 


1) Statt der molekularen Konzentrationen kann man direkt die je- 
weils vorhandenen absoluten Harnséuremengen (in Grammen) in die 
Rechnung einsetzen, da alle Proben das gleiche Volum V (100 ccm 
Fliissigkeit + 50 g Leberbrei) besaBen; a und a — x erscheinen dann ein- 
fach in allen Fallen mit dem gleichen Faktor 

c— _100_ 
~ V-168 
(168 ist das Molekulargewicht der Harnséure) multipliziert. 








Untersuchungen iiber den Blutzucker. VII. 


Die Permeabilitat der Blutkérperchen fiir Traubenzucker. 
Von 
P. Rona und L. Michaelis. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des stadt. “rankenhauses am 
Urban in Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1909.) 


Aus unseren beiden letzten Arbeiten iiber den Blutzucker 
geht hervor, da erstens die Blutkérperchen Zucker enthalten, 
da8 zweitens Schwankungen des Zuckergehaltes im Blutplasma 
von den Blutkérperchen oft in gleichem Sinne mitgemacht 
werden, ohne da jedoch immer und zu allen Zeiten eine vollige 
Ubereinstimmung im Zuckergehalt zwischen Plasma und Blut- 
kérperchen besteht. Das fiihrt uns nun unmittelbar auf die 
wichtige Frage der Permeabilitaét der Blutkérperchen fiir Zucker, 
die eine Teilfrage der Permeabilitét der Zellen iiberhaupt ist. 

Bekanntlich gehért nach den Untersuchungen von Ham- 
burger’), Gryns*), Hedin*), Overton‘), Koeppe’) u. a. der 
Zucker zu denjenigen Substanzen, die nicht in die Blutkérperchen 
eindringen, und die sich daher wie das ClNa dazu eignen, in 
geeigneter Konzentration in reiner wiasseriger Lésung als Kon- 
servierungsmittel fiir Blutkérperchen zu dienen in demselben 


1) Hamburger, Zeitschr. f. Biol. 26, 414, 1890; 28, 405, 1891 u. a.; 
s. Hamburger, ,,Osmot. Druck usw.“ 1, 202, 1902. 

2) Gryns, Pfliigers Archiv 63, 86, 1896. 

3) Hedin, Pfliigers Archiv 68, 229, 1897; 78, 525, 1898. 

*) Overton, Vierteljahrsschr. d. Naturf.-Ges. Ziirich, 1895, 159 
und Zeitschr. f. physikal. Chem. 22, 189, 1895. 

5) Koeppe, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1895, 154 und Pfligers 
Archiv 78, 525, 1898. 
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Sinne (und mit derselben Einschrankung) wie die physiologische 
Kochsalzlésung und im Gegensatz zu Stoffen wie Harnstoff, 
die in die Blutkérperchen eindringen und daher keinen osmoti- 
schen Gegendruck auf die Blutkérperchen von aufen ausiiben 
k6nnen. 

Vergleichen wir diese feststehende Tatsache mit unseren 
Befunden von dem bald mehr, bald weniger volistindigen Aus- 
gleich der Zuckerkonzentration innerhalb und auBerhalb der 
Blutkérperchen im lebenden Tiere bei hyperglykamischen Zu- 
stainden, so sto8en wir auf einen Widerspruch. Um zur Klarung 
desselben beizutragen, stellten wir zunichst einige Versuche an, 
die die Permeabilitét der Blutkérperchen fiir Zucker unter ver- 
schiedenen Bedingungen beleuchten sollten. 

Der Versuch, gewaschene Blutkérperchen in einer Lésung 
von ca. 4°/, Traubenzucker in Wasser zu halten, ist so ein- 
deutig, da8 wir ihn nur kurz erwahnen wollen. 

Nun ist allerdings die Bedingung, unter der sich die Blut- 
kérperchen in diesem Versuch befinden, eine sehr unnatiirliche. 
Es ware denkbar, daB die an sich vielleicht permeablen Blut- 
kérperchen durch die Entfernung der Elektrolyte oder des 
SerumeiweiBes und Einsetzens in die stark zuckerhaltige Lésung 
erst ihre Impermeabilitaét fiir Zucker erlangen. Zur Entschei- 
dung dieser Frage wurden Versuche angestellt, bei denen die 
Blutkérperchen sich unter natiirlicheren Bedingungen befanden. 
Erstens wurde isotonische oder fast isotonische ClNa-Lésung 
mit einer bekannten, die Isotonie nicht stérenden und sich von 
physiologisch in Betracht kommenden Mengen nicht zu weit 
entfernenden Mengen Traubenzucker versetzt, gewaschene Blut- 
kérperchen zugefiigt und nach 24 Stunden der Zuckergehalt 
der abzentrifugierten Fliissigkeit bestimmt. Dies geschah, in- 
dem die mit Kaolin von Eiwei8spuren und Triibungen gereinigte 
Flissigkeit polarisiert wurde. Es fragte sich, ob die gefundene 
Zuckerkonzentration derart war, als wenn der Zucker sich 
gleichmaBig auf Fliissigkeit und Blutkérperchen verteilt hatte, 
oder so, als wenn der Zucker allein in der Filiissigkeit gelést 
vorhanden ware. 

Der Versuch ergibt, daS auch unter diesen Bedingungen 
der Zucker die Wand des Blutkérperchens nicht durchdringt. 

Auch hier kann man immer noch an unnatiirliche Be- 
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dingungen denken, da die Fliissigkeit eiweiBfrei ist. Es wurde 
deshalb weiterhin zu Blut, dessen Zuckergehalt vorher bestimmt 
war, eine bekannte Menge Zucker zugesetzt und der Versuch 
wie oben wiederholt; es wurde nach 24 Stunden untersucht, 
ob dieser Zucker in die Blutkérperchen eingedrungen war. Als 
Blut wurde in einer Versuchsreihe fluoriertes Hundeblut, in 
einer anderen, um auch das Fluor noch auszuschalten, ge- 
schlagenes Hammelblut verwendet. 

In Ubereinstimmung mit friiheren Angaben ergibt sich nun 
zunachst als wichtiges Nebenresultat, daB bei 24stiindigem Auf- 
enthalt des Blutes im Eisschrank, ja selbst bei Zimmertemperatur, 
der Zuckergehalt des mit FNa versetzten Blutes und des Plas- 
mas sowie der Blutkérperchen sich in irgendwie nennenswerter 
Weise nicht vermindert. Im Versuch 8 ist der Zuckerwert auch 
des nicht mit FNa versetzten, geschlagenen Hammelblutes bis 
zum nachsten Tag der gleiche geblieben. Auf die damit ge- 
streifte Frage der Glykolyse soll vorliufig nicht weiter ein- 
gegangen werden. 

1. Versuch. 50 g gewaschene, miBig stark zusammenzentrifugierte 
Blutkérperchen werden mit einer Lésung von 0,55°/, ClNa, 0,3°/) FNa, 
1°/, Traubenzucker auf 100 ccm Gesamtvolumen aufgefillt. Ein Teil 
der Fliissigkeit wird sofort zentrifugiert und abpipettiert, ein zweiter erst 
nach 24stiindigem Aufenthalt im Eisschrank, und in beiden Proben (zu 
gleicher Zeit) der Zucker bestimmt. 

Es wird gefunden 


in der sofort entnommenen Probe 0,79°/, Zucker, 
in der nach 24 Std. entnommenen Probe . . 0,80°/) 


Berechnet unter Annahme der Permeabilitét . . 0,50°/) 


2. Versuch. 35 com fast auf konstantes Volumen zusammencentri- 
fugierter Blutkérpcrchenbrei vom Hammel werden mit 100 ccm einer 
Lésung von 0,6°/, ClNa, 0,3°/, FNa und 1°/, Zucker versetzt. Es wird 
weiter wie in Versuch 1 verfahren. 

Sofort gefunden 0,90°/, Zucker, 
Nach 24 Std. gefunden 0,92 9/5 
Berechnet bei Annahme der Permeabilitit . . . . 0,74°/> 

3. Versuch. 42 g eines Breies von sehr gut gewaschenen Hammel- 
blutkérperchen wird mit einer Lésung von 0,6°/, ClNa, 0,3°/, FNa und 
1°/, Zucker auf 64 com aufgefiillt, dann wie oben verfahren. 

Zuckergehalt in dem sofort abzentrifugierten Teil. . . . 0,77°/, 
» » nach 24 Std. zentrifugierten Teil . 0,77°/, 
Berechnet bei Annahme der Permeabilitat 
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4. Versuch. 40 g gewaschene, maBig stark zusammenzentrifugierte 
EBlutkérperchen werden mit 2 ccm einer 38,6°/,igen Zuckerlésung versetzt 
und mit zuckerfreier CINa-Lésung auf 60 ccm aufgefiillt. Nach 24 Std. 

wird in der abzentrifugierten Fliissigkeit gefunden . 2,12°/, Zucker, 
Berechnet bei Annahme der Permeabilitéit . . . . 1,29°/, 

5. Versuch. 60 g gewaschene und nicht sebr energisch zusammen- 
zentrifugierte Blutkérperchen werden mit 2 ccm einer 38,5°/,igen Zucker- 
lésung versetzt und mit einer Lésung von 0,6°/, ClNa und 9,39/, FNa 
auf 90 com aufgefiillt. 

Nach 24 Std. gefunden 1,50°/, Zucker, 
Berechnet bei Annahme der Permeabilitét . . . . 0,86%/, 

Resiimee: Wenn man eine Blutkérperchenaufschwem- 
mung mit Zucker versetzt, so enthalt die Zwischenflissig- 
keit unter Beriicksichtigung des Umstandes, da8B der Blut- 
kérperchenbrei nur 80 bis 909/, des Gesamtvolumens an Blut- 
kérperchen enthalt, so viel Zucker, auch noch nach 24 Stun- 
den, daB keine merkliche Menge von Zucker in die Blutkér- 
perchen eingedrungen sein kann. 

6. Versuch. Zu 150 com Hundeblut, das im Plasma einen Zucker- 
gehalt von 0,135°/), im Gesamtblut 0,158°/, Zucker enthalt, werden 
1,5 ccm einer 38,5°/,igen Traubenzuckerlésung und 0,3°/, FNa_ hinzu- 
gefiigt und das Gemisch 24 Stunden im LEisschrank aufbewahrt. Es 
werden dann 
gefunden im Plasma 0,626°%/, im Gesamtblut 0,574°/, Zucker, 
bereckhnet unter der Annahme, ber. 0,543 °/, 
daB das Blut 33 Volumprozente 
Blutkérperchen enthalt unter An- 
nahme véolliger 

a) Permeabilitat 0,52°/, 
b) Impermeabilitat .. . 0,71°/, 

7. Versuch. Zu 100 ccm Hundeblut, das im Plasma 0,225°/,, im 
Gesamtblut 0,188°/, Zucker enthilt, werden 1 ccm einer 68,15°/,igen 
Traubenzuckerlésung, ferner 0,3°/, FNa hinzugefiigt. Nach 24 Stunden 
Aufenthalt im Eisschrank werden 
gefunden im Plasma 1,22°/, im Gesamtblut 0,869°/, Zucker, 
berechnet wie Versuch 6 

a) bei Permeabilitét 0,87°/, ber. 0,869°/, 
b) bei Impermeabilitaét 1,36°/, 

(Blutkérperchenvolumen = 33 Volumprozente des Blutes.) 

8. Versuch. 100 ccm geschlagenes, 2 Tage altes Hammelblut mit 
einem Zuckergehalt im Serum von 0,021°%/), im Gesamtblut 0,023°/,, 
werden mit 1 ccm einer 58,2°/,igen Zuckerlésung versetzt. Nach 24stiin- 
digem Aufenthalt im Eisschrank werden 
gefunden im Serum 0,901°/, im Blut 0,559 °/, 
berechnet 
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a) bei Permeabilitét 0,60°/, ber. 0,605°/, 
b) bei Impermeabilitat 0,86°/, 

(Blutkérperchen = 33 Volumprozente des Blutes.) 

Ferner wurde untersucht, ob die Differenz des Zucker- 
gehaltes im Plasma und im Gesamtblut, die bei der alimentiren 
Glykamie zu konstatieren ist, sich ausgleicht, wenn man das 
Blut einfach 24 Stunden stehen laBt: 

9. Versuch. Blut von Hund mit alimentirer Glykim ie. 

Im Plasma Im Gesamtblut 
0,473/, 
Nach 20stiindigem Stehen mit 0.39/, FNa 
bei Zimmertemperatur 0,526 °/, 0,490 °/, 


Ebenso im 
10. Versuch. Im Plasma Im Blut 


Sofort 0,244 /, 
Nach 48stiindigem Stehen mit 0,3°/, FNa 
im Eisschrank 0,385 °/, 0,251 9/5 


und im 
ll. Versuch. Im Plasma Im Blut 


Sofort 0,418 °/, 
Nach 24stiindigem Stehen mit 0,3°/, FNa 
im Eisschrank 0,453 °/, 0,393 °/, 

Im Versuch 9 und 11 mag man die urspriingliche Differenz 
zwischen dem Zuckergehalt von Plasma und Blut zu gering 
halten, um ganz sichere Schliisse zu ziehen, obwohl die Zahlen 
stark fiir die Unveranderlichkeit der Zuckerverteilung sprechen. 
Dafiir ist Versuch 10 ein schlagender Beweis, da8 das hyper- 
glykamische Blut, wenn es ungleiche Zuckerverteilung im Koérper 
hatte, beim Aufbewahren die Zuckerverteilung nicht ausgleicht. 

Eine gewisse Unsicherheit haftet der Berechnung der Ver- 
suche 6 bis 8 an, auf welche auch schon friihere Untersucher hin- 
wiesen. Um den zu erwartenden Zuckerwert zu berechnen, mu8 
man eine bestimmte Annahme machen iiber die Volumprozente, 
die die Blutkérperchen im Blute einnehmen. Das wechselt 
nun nicht nur bei verschiedenen Tierarten, sondern auch bei 
den einzelnen Hunderassen merklich. Immerhin kann es sich 
nur um einen engen Bereich handeln; wir nehmen etwa 33 Volum- 
prozente an, indem wir zu unseren Ungunsten rechnen wollen. 
Diese Unsicherheit bringt es mit sich, daS wir mit diesen Ver- 
suchen nicht sicher beweisen kénnen, daB iiberhaupt keine 
Spur Zucker in die Blutkérperchen hineindiffundiert; aber die 
Tatsache, daB auch nicht im entferntesten ein vdélliger Aus- 
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gleich der Konzentrationen eintritt, wird dadurch nicht ins 
Wanken gebracht. 

Die Méglichkeit eines teil weisen Eindringens des Zuckers 
l4Bt sich nach Versuch 6 nicht sicher ausschlieBen, wabrend 
simtliche anderen Versuche nicht fiir diese Méglichkeit sprechen. 

Aber auch die Frage, ob nicht ein wenig Zucker all- 
miahlich eindringt, lat sich auf Grund dieser Vorversuche durch 
folgende Versuchsanordnung entscheiden. Wir wuschen die 
Blutkérperchen mehrere Male mit derjenigen ClNa-Zuckerlésung, 
in welcher die Blutkérperchen dann suspendiert wurden. Nach 
24 Stunden wurde dann der Zuckergehalt der abzentrifugierten 
Fliissigkeit bestimmt. Ohne unsere vorhergehenden Versuche 
hatten wir nicht wissen kénnen, ob nicht waihrend des Waschens 
schon ein Ausgleich der Zuckerkonzentration stattgefunden habe. 
Da wir aber auf Grund der friiher mitgeteilten (und anderer, 
nicht weiter beschriebener) Versuche mit Sicherheit sagen kénnen, 
da8 wihrend der Zeit des Waschens keine oder jedenfalls keine 
merkliche Menge Zucker eindringt, kénnen wir diesen Versuch 
zur Entscheidung der Frage benutzen, ob von dem Zucker der 
AuBenfliissigkeit wihrend der 24stiindigen Versuchsdauer 
ein kleiner Anteil oder gar nichts eindringt. 

Die Blutkérperchen aus je 25 bis 30 ccm geschlagenen Hammel- 
blutes werden 4 mal mit einer Lésung von 0,85 °/, ClNa ++ 0,560°/, Trauben- 
zucker gewaschen, dann mit je 12 ccm derselben Lésung aufgeschwemmt. 
Nach 24 Stunden Aufenthalt im Eisschrank wird die Fliissigkeit ab- 
zentrifugiert und nach Entfernung der EiweiB- und Himoglobinspuren 
durch Kaolin polarisiert. 

12. Versuch. 0,562°/, Zucker. 

13. Versuch. 0,556°/, Zucker. 

Die urspriingliche Lésung: 0,560°/, Zucker. 

Es ist also in 24 Stunden nicht die allergeringste 
Menge Zucker eingedrungen und auch (bei Eisschrank- 
temperatur) trotz Gegenwart der roten Blutkérperchen keine 
Spur Zucker zerstért worden. 

Wir streifen hier wieder die Frage der Glykolyse, auf die 
wir zunichst noch nicht naher eingehen wollen. 

Ferner ergibt sich fiir die von uns aufgeworfene Frage, 
da8 unter keinen Umstainden eine nachweisbare Menge 
des zugegebenen Zuckers in die Blutkérperchen ein- 
dringt, sondern da8 sich auch nach 24 Stunden der gesamte 
zugegebene Zucker in der AuBenfliissigkeit wiederfindet. 
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AuBerhalb des Organismus war also auf keine der ange- 
wandten Weisen der Zuckergehalt der Blutkérperchen zu erhéhen. 

Im Gegensatz hierzu steht die von uns gefundene Tatsache, 
daB im lebenden Organismus bei erhéhtem Zuckergehalt des 
Plasmas auch der Zuckergehalt der Blutkérperchen erhéht sein 
kann, ja sogar in den meisten Fallen es wirklich ist. In allen 
Fallen von diabetischer Hyperglykimie wire diese Tatsache 
allenfalls noch durch einen Umweg zu erkliren. Man kénnte 
meinen, da8 die reifen Blutkérperchen zwar undurchgingig fiir 
Zucker seien, daB aber die Blutkérperchen in ihren kernhaltigen 
Jugendstadien sich mit Zucker beladen haitten. Diese aus verschie- 
denen anderen Griinden schon gezwungen erscheinende Annahme 
wird aber dadurch noch unwahrscheinlicher, da8 auch haufig bei ali- 
mentirer Hyperglykamie bei vollig gesunden Hunden im Laufe 
weniger Stunden der Zuckergehalt der Blutkérperchen stark 
anstieg und in einigen Fallen geradezu fast die Konzentration 
des Plasmas erreichte. Es la8t sich also nicht wegleugnen, da8 
unter natiirlichen Verhaltnissen die Permeabilitét eine andere 
ist als unter noch so gut nachgeahmten kiinstlichen Bedingungen. 
Dabei ist es fraglos, daB diese Permeabilitét im Leben nicht 
auf einer einfachen Diffusion beruht. Ware das der Fall, so 
miBte in Anbetracht des kurzen Diffusionsweges, der ja nur 
die halbe Dicke eines roten Blutkérperchens betrigt, der Aus- 
gleich viel rascher und regelmaBiger erfolgen. 

Auch mit der Annahme einer chemischen Bindung des Blut- 
kérpercheneiweiBes mit dem Zucker kommen wir nicht ohne wei- 
teres zur Erklirung, denn auch dann ware der Gegensatz zwischen 
dem Blutkérperchen in vitro und in vivo nicht zu verstehen. 

Da wir so diese oben geschilderten Wege, auf denen der Zucker 
in die Blutkérperchen eindringen kénnte, ausschlieBen kénnen, 
so halten wir dieses unzweifelhafte Beispiel einer unerklarlichen 
Permeabilitét in vivo fiir beachtenswert genug, um es auch 
ohne Aufklérung als bloBe Tatsache festzulegen. Wir werden 
uns weiterhin bemiihen, die Bedingungen fiir diese Permeabilitat 
auch beim Experiment in vitro nach Méglichkeit aufzuklaren. 

AuBerhalb des Organismus ist bis jetzt also unter keiner 
von den vielen angewandten Versuchsbedingungen eine Per- 
meabilitét der Blutkérperchen fiir Traubenzucker nachweisbar 
gewesen, wahrend im strémenden Blut eine Permeabilitat besteht. 
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